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SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y ( 06-050457- .00008-000
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES Tra 11 PATENTEN  Eve: 378 FASENACIONAL
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Re: Pl.-GLYCART BIOTECHNOLOGY AG.-Solicitud de Patente de_Invencion

en Fase Nacional PCT para "MOLECULAS QUE _SE_ ENLAZAN A
ANTIGENO CON AFINIDAD DE ENLACE AL RECEPTOR_ Fc

AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA".-Clase CD?K 16/28- Expediente
numero 06-050.457.-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista de 24
de Septiembre de 2010 y a mi memorial solicitando plazo de Diciembre 16 de 2010.

2, Con el propésito de responder a las objeciones presentadas por el Sefior
Examinador en su Concepto Técnico No. 2999 en relacion con la Claridad del
Capitulo Reivindicatorio, la presencia de materia no considerada una invencién y el
Nivel Inventivo de la solicitud en estudio, me permito dirigir su atencidén a las
siguientes modificaciones y argumentos técnicos, por medio de los cuales no sdlo se
superan completamente dichas objeciones, sino que ademas se establece de manera
irrefutable la patentabilidad de la presente solicitud.,

3. MODIFICACIONES VOLUNTARIAS-CAPITULO DESCRIPTIVO.

Antes de responder a las mencionadas objeciones que fueron presentadas con
respecto a la solicitud en estudio, me permito manifestar que es deseo del solicitante
enmendar errores menores cometidos en el momento de la presentacién

internacional de la solicitud, los cuales le restan claridad al texto de la descripcion.

De esta forma, se ha corregido la referencia incorrecta que se realizaba de la
SEQ ID NO:2 o de la SEQ ID NO:3 en los parrafos [0022], [0025], [0029], [0032],
(0053], [0056], y [0057], asi como en el encabezado de la Figura 2.

En este sentido me permito resaltar que a partir de la lista de secuencias
incluida dentro de la descripcién de la solicitud en estudio es evidente que la SEQ ID
NO: 2 corresponde a una secuencia de nuclebtidos, mientras que la SEQ ID NO:3
corresponde a una secuencia de aminodcides. Por lo tanto, los apartes de la

descripcion mencionados anteriormente claramente incurrian en un error cuando se
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sefialaba por ejemplo "un_polinucledtido que comprende una secuencia que tiene al
menos un 80% de identidad a la SEQ ID NO:3”, toda vez que la secuencia 3,

evidentemente es una secuencia de aminodacidos, como lo muestra la ya mencionada
lista de secuencias,

Asi mismo, aunque la figura 2 muestra las secuencias correspondientes a SEQ
ID NO:3 y SEQ ID NO:4, como resulta evidente si se compara dichas secuencias alli
contenidas con aquellas presentadas en la lista de secuencias, erréneamente se
repitié en el titulo de esta figura la referencia a las SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

Siendo este un error material, el solicitante ha enmendado esta referencia
equivocada.

En relacion con estas correcciones me permito sefialar que no corresponden de
ninguna manera a una ampliacién al alcance de la invencién, tal como fue
originalmente presentada, toda vez que se estd haciendo aun mas clara la revelacién
del objeto de la invencidn en concordancia con lo presentado en 1a lista de secuencias
anexa a la descripcion de la solicitud,

4. CLARIDAD DEL CAPITULO REIVINDICATQRIO.

Ahora bien, en el ya referenciado Concepto Técnico No. 2999 el Sefior
Examinador objeta la claridad y concisién del capitulo reivindicatorio presentado,
sefialando que este incluye un gran ndmero de reivindicaciones, cuya redaccion no
permitiria establecer de forma clara la relacién entre la materia reclamada por cada
una de egllas.

Asi mismo, el Sefior Examinador indica que la materia contenida dentro del
capitulo reivindicatorio no contaria con un sustento adecuado dentro de los ejemplos
incluidos en la descripcion de la solicitud,

Tomando en consideracion estas objeciones, me permito manifestar que es
deseo del solicitante presentar un nuevo capitulo reivindicatorio que reemplaza al
anterior, el cual describe de manera concisa el objeto de |a invencion de acuerdo con

las realizaciones preferidas ensefiadas en la descripcidén de la solicitud.

En conexidén con lo anterior me permito sefialar que este nuevo capitulo
reivindicatorio no constituye de ninguna manera una ampliacién al alcance de la
invenciéon, tal como fue originalmente presentada, toda vez que sus 52
reivindicaciones estan enteramente sustentadas dentro de las ensefianzas de la

descripcion de la solicitud, tal como se resume a continuacin:
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Reivindicacién

Soporte en la descripcion

1 Parrafos 116, 241; Figura 7, Ejemplo 2

2 Parrafos 116, 241; Figura 7, Ejemplo 2

3 Parrafos 116, 241, Figura 7, Ejemplo 2

4 Parrafos 116, 241; Ejemplo 2

5 Péarrafos 116, 241; Ejemplo 2

6 Parrafos 127, 241; Tabla 3, Ejemplo 2

7 Parrafos 127, 241; Tabla 3, Ejempio 2

8 Parrafos 127, 241; Tabla 3, Ejemplo 2

9 Parrafos 127, 241; Tabla 3, Ejemplo 2

10 Pdrrafos 127, 241; Tabla 3, Ejemplo 2

11 Parrafos 120, 121, 222, 239, y 240, Figura 7, Ejemplo 2
12 Parrafos 116, 241; Ejemplo 2

13 Parrafos 141, 241; Ejemplo 2

14 Parrafos 141, 241; Ejemplo 2

15 Parrafos 145-150, 241; Ejemplo 2

16 Parrafas 145-150, 241; Ejemplo 2

17 Parrafos 145-150, 241; Ejemplo 2

18 Parrafos 145-150, 241; Ejempio 2

19 Parrafos 145-150, 241; Ejemplo 2

20 Parrafos 145-150, 241; Ejemplo 2

21 Parrafos 127, 241; Tabla 2, Ejemplo 2
22 Pérrafos 127, 241; Tabla 2, Ejemplo 2
23 Parrafos 127, 241; Tabla 2, Ejemplo 2
24 Parrafos 127, 241; Tabla 2, Ejempic 2
25 Parrafos 127, 241; Tabla 2, Ejemplo 2
26 Parrafos 127, 241; Tabla 2, Ejemplo 2
27 Parrafos 116, 176, 221-240; Figura 7, Ejemplo 2
28 Parrafo 62, 221-240; Figura 7, Ejemplo 2
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Reivindicacion Soporte en la descripciéon
29 Parrafo 62, 221-240; Figura 7, Ejemplo 2
30 Parrafo 127, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
31 Parrafo 127, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
32 Parrafo 127, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
33 Parrafos 127, 221-240, Tabla 3, Ejemplo 2
34 Parrafos 120, 121, 222, 239, y 240, Figura 7, Ejemplo 2
35 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
36 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
37 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
38 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
39 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
40 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
41 Parrafos 241, 221-240, Ejemplo 2
42 Parrafos 116, 221-240, Ejemplo 2
43 Parrafos 116, 221-240, Ejemplo 2
44 Parrafos 116, 221-240, Ejemplo 2
45 Parrafos 116, 221-240, Ejemplo 2
46 Parrafos 127, 221-240; Tablas 2, 3, Ejemplo 2
47 Parrafos 145-150, 221-240; Ejemplo 2
48 Parrafos 179, 221-240; Ejemplo 2
49 Parrafos 116, 145-150, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
50 Parrafos 116, 145-150, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
51 Pérrafos 116, 145-150, 221-240; Tabla 3, Ejemplo 2
52 Parrafos 116, 145-150, 221-240; Tabla 3, Ejermnplo 2

De esta forma, el nuevo capitulo reivindicatorio es totalmente claro Yy conciso al
reclamar la molécula que se enlaza a antigeno glicodisefiada que es objeto de la

presente solicitud y por lo tanto cumple a cabalidad con lo preceptuado en el Articulo
30 de la Decisién Andina 486 de 2000.
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5. NO ES UNA INVENCION.

De otra parte, el Sefior Examinador indica que las reivindicaciones 1 a 21
actualmente presentadas harfan referencia a polinucledtidos aislados, y por lo tanto
se referirian a materia no considerada como una invencidn de acuerdo con la
legislacidn vigente.

Sobre este particular me permito sefalar que, tal como se discutié en el
numeral anterior de este mismo memorial, se ha presentado un nuevo capitulo
reivindicatorio el cual hace referencia a una molécula que se une a antigeno la
cual ha sido disefiada genéticamente para tener unas ciertas propiedades de
glicosilacion.

Consecuentemente, dicho nuevo capitulo reivindicatorio no se refiere a
moléculas biolégicas tal como se encuentran en la naturaleza, sino a moléculas
modificadas y glicodisefiadas, enmarcandose asi completamente en lo estipulado por
la Decisién Andina 486 de 2000.

6. NIVEL INVENTIVO.

Finalmente, el Sefior Examinador sefiala que las reivindicaciones 1 y 2
actualmente presentadas carecerian de altura inventiva a la luz de las ensefianzas
del documento Polyack, M.; Deans J. Blood, 99, 9, 3256-3262,2002 (D1).

En relacion con este documento el Sefior Examinador asegura que las
mencionadas reivindicaciones 1 y 2 harian referencia a una caracterizacién de un
anticuerpo al presentar su secuencia, pero que no podrian de ninguna manera ser
inventivas toda vez que el documento D1 en su tabla 1 muestra que este anticuerpo
ya es conocido,

A este respecto me permito sefialar que en virtud del nuevo capitule presentado
tal como se discute en el numeral 3 del este mismo memorial, la materia contenida
en las mencionadas reivindicaciones 1 y 2 ya no se encuentra incluida dentro de la
reclamacion, superando asi completamente esta objecion,

Por otro lado, me permito sefalar que la molécula que se une a antigeno que es
objeto de la presente invencién, tal como se reclama en el ya mencionado nuevo
capitUIo reivindicatorio, no puede ser de ninguna manera evidente a partir de las
ensefianzas de D1.

En primer lugar, el documento D1 usa unicamente un anticuerpo B-Lyl
totalmente murino como parte de un panel de 16 anticuerpos anti-CD20 en
experimentos para evaluar la reactividad con una regidn particular en el loop
extracelular CD20 y para evaluar su habilidad para inducir agregacion homotipica de
células y translocar al CD20 en la membrana celular. Por su parte, la solicitud en
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estudio se relaciona con moléculas que se unen a antigeno anti-CD20 las cuales son
humanizadas, comprenden CDRs de B-Lyl que pueden inducir un incremento en el
nivel de apoptosis en una célula objetivo y pueden ser glicodisefiadas para
incrementar {a citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) mientras que
se mantiene una potente habilidad de apoptosis.

Por otro lado, es importante resaitar que, como seria evidente para la persona
versada en la materia, los anticuerpos anti-CD20 pueden dividirse segun su
mecanismo de ataque y muerte de las células objetivo. Asi, los anticuerpos anti-
CD20 “Tipo I" (como el rituximab), matan a las células del linfoma principalmente por
la activacién del sistema complemento. Por su parte, como se discute en el parrafo
(0240} de la descripcion de la solicitud, las anti-CD20 humanizadas con CDRs B-Ly1l
de la invencion son moléculas que se unen a antigeno “Tipo II” que matan a las
celulas objetivo por la induccién de apoptosis y no por una lisis mediada por el
sistema complemento.

De esta forma, la presente invencién se constituye en el primer ejemplo
conocido en el cual un anticuerpo anti-CD20 “Tipo II” se ha glicodisefiado para
incrementar tas funciones efectoras como ADCC, manteniendo al mismo tiempo una
potente habilidad de apoptosis de un anticuerpo “Tipo II”, propiedades que son de
gran importancia para el incremento de la potencia y eficacia del anticuerpo.

Sumado a lo anterior, D1 no revela ni sugiere moléculas que se unen a
antigeno, anti-CD20 capaces de inducir mayores niveles de apoptosis en células
objetivo comparadas con un control de moléculas que se unen a antigeno. Para
ilustrar este hecho me permito sefialar que los ejemplos especificos revelados en la
descripcidon de ia solicitud muestran comparaciones directas de variantes de
anticuerpos humanizados que comprenden CDRs B-Lyl, con el rituximab (C2B8),
cuyos resultados evidencian inesperadamente que tanto las variantes humanizadas
B-Ly1 glicodisefiadas como no glicodisefiadas fueron mas potentes que el rituximab
en la reduccidn de las céiulas B (ver parrafo [0241] de la descripcidn y figura 16).

Es pertinente resaltar que los anticuerpos que tengan una actividad potente de
inducir apoptosis son ventajosos porque pueden dirigirse a células CD-20 positivas en
areas donde el acceso a receptores Fc (lo cual es necesario para una funcion efectora

como es ADCC) es mas dificil, por ejemplo nddulos linfaticos, tal como lo seRala el
parrafo [0241] de la descripcidn:

"No se conoce el mecanismo exacto para la agregacién homotipica mejorada y
la induccion de apdptosis mediada por anticuerpos anti-CD20 tipo II y el enlace
concomitante a otras moléculas sobre la superficie de células CD20-positivas, tales
como fos receptores Fc gamma, puede influir en esta importante propiedad. Por lo
tanto, fue importante demostrar que los anticuerpos anti-CD20 de tipo II que han
sido disefiados en su regién Fc para afinidad de enlace aumentada a receptores Fc
gamma, que incluyen FcgammaRIIl y con un incremento asociado en la actividad
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ADCC, seguiran siendo capaces de inducir apéptosis fuerte, incluso mayor que los no
Fc-disenados, y agregacion homotipica.”

Consecuentemente, no habria sido de ninguna manera evidente para una
persona versada en la materia, partiendo de las ensefianzas de D1 que un anticuerpo
murino B-Lyl humanizado y/o glicodisefiado podria impartir estas propiedades
ventajosas, asi como dicha persona versa da en la materia no encontraria en este
documento ninguna motivacidn para escoger especificamente los CDRs de B-Ly1 para
obtener anticuerpos anti-CD20 como los reclamados por la presente solicitud,

En este sentido, es evidente que la persona versada en la materia,
partiendo de D1, no encontraria ninguna razén para suponer que las
moléculas que se unen a antigeno que son objeto de la presente invencién
resultarian en una actividad de apoptosis y ADCC aumentadas, por lo que
dicho documento D1 no podria afectar el Nivel Inventivo de 1a solicitud en
estudio.

Dentro de este contexto me permito referirme al sefalamiento que hace el
Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina con respecto a las definiciones de
“obvio” y “evidente” en la evaluacién del Nivel Inventivo de una solicitud de
patente*:

"Resulta pertinente, a los efectos del articulo 4 de la Decisién 344, definir qué
se entiende por "obvio” y por “"evidente” a fin de determinar qué se debe entender
por nivel inventivo,

Lo obvio'es aquello que salta a la vista de manera clara y directa; lo "que se
encuentra o pone delante de los ojos, muy claro o que no tiene dificultad”. Mientras
que lo evidente consiste en fa “certeza clara y manifiesta de la que no se puede
dudar; cierto, claro, patente y sin la menor duda”. De forma que algo que resulte
obvio no es necesariamente evidente; empero lo que es evidente, es también obvio.

En este orden de ideas, se puede concluir que una invencion goza de nivel
inventivo cuando a los ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se
necesita algo mas que la simple aplicacién de los conocimientos técnicos en la
materia para llegar a ella, es decir, que de conformidad con el estado de la técnica ef
*invento no sea consecuencia clara y directa de dicho estado.”

De este sefialamiento es claro que dentro de fa legislacién Andina, para que
exista afectaciéon del requisito de nivel inventivo de una solicitud de patente es
necesario que la invencion alli revelada sea derivable de forma clara y directa del

arte previo, y que las ensefianzas de este arte previo sin lugar a dudas conduzcan a
dicha invencidn,

* Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESO 192-1P-2005
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De esta forma, dado que a partir de las enseRfanzas de D1, no “szlta a la
vista de manera clara y directa’ una molécula que se une a antigeno
anti-CD-20 humanizada vy glicodisefiada; asi como a partir de este
documento tampoco se tiene “certeza clara y manifiesta” de que esta molécula
brindaria una apoptosis aumentada simultdneamente con una alta actividad ADCC, es

claro que la solicitud en estudio conlleva Nivel Inventivo frente al estado del arte més
proximo.

7. CONCLUSION.

Para finalizar me permito resaltar que el nuevo capituto reivindicatorio
presentado es totalmente claro y conciso al reclamar la molécula que se une a

antigeno objeto de la presente invencion, en concordancia con ias ensefianzas de la
descripcion de la solicitud.

Asi mismo, este nuevo capitulo reivindicatorio no hace referencia alguna a

material bioldgico tal como se encuentra en la naturaleza, sino a moléculas
glicodisefiadas.

Finalmente, en virtud de la presentacién de este nuevo capitulo reivindicatorio
se supera completamente la objecion de nivel inventivo presentada por ese Despacho
con respecto a las reivindicaciones 1 y 2 anteriormente presentadas.

Por otro lado, los argumentos discutidos establecieron que la materia contenida
en el nuevo capitulo reivindicatorio no podria de ninguna manera ser obtenida a

partir de las revelaciones de D1 y por lo tanto, la solicitud en estudio conlleva nivel
inventivo frente al estado del arte mas proximo.

8. Anexc me permito presentar:

i) Recibo numero 11-001926, expedido por la Superintendencia de
Industria y Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas;

fi) Copia del capitulo descriptivo y de la Figura 2 corregidas como se
describio anteriormente;

iii) Copia de las paginas 107 a 116 que corresponden al nuevo capitulo
reivindicatorio, constituido por 52 reivindicaciones.
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\\ o 9. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a

Fra A 3 . . . .
Mirvigeeet la luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el privilegio de

patente solicitado.

Sefior Superintendente,
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MOLECULAS QUE SE ENLAZAN A ANTIGENO CON AFINIDAD DE
ENLACE AL RECEPTOR Fc AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA

RESUME N-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con moléculas que se enlazan a
antigeno (ABMs). En realizaciones particulares, la presente invencion se
relaciona con anticuerpos monoclonales recombinantes, que incluyen
anticuerpos quiméricos, primatizados o humanizados especificos para CD20
humano. Adicionalmente, la presente invencion se relaciona con moléculas
de &cido nucleico que codifican tales AMBs, y con los vectores y células
huésped que comprenden tales moléculas de &cido nucleico. La invencién
se relaciona ademas con métodos para producir las ABMs de la invencion, y
a los métodos para usar estas ABMs en el tratamiento de enfermedad.
Adicionalmente, la presente invencién se relaciona con ABMs con
glicosilacion modificada que tienen propiedades terapéuticas mejoradas,
incluyendo anticuerpos con enlace al receptor Fc aumentado y funcion

efectora aumentada.



MOLECULAS QUE SE ENLAZAN A ANTIGENO CON AFINIDAD DE
ENLACE AL RECEPTOR Fc AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencion

[0001] La presente invencién se relaciona con moléculas que se
enlazan antigeno (ABMs). £n realizaciones particulares, la presente
invencion se relaciona con anticuerpos monocicnales recombinantes, que
incluyen anticuerpos quiméricos, primatizados o humanizados especificos
para CD20 humano. Adicionalmente, la presente invencién se relaciona con
moléculas de acido nucleico que codifican tales ABMs, y vectores y células
huésped que comprenden tales moléculas de acido nucleico. La invencion
se relaciona ademas con métodos para producir las ABMs de la invencién, y
a los métodos para usar estas ABMs en el tratamiento de enfermedad. En
adicion, la presente invencidén se relaciona con ABMs con glicosilacion
modificada que tienen propiedades terapéuticas modificadas, incluyendo
anticuerpos con enlaze al receptor Fc aumentado y funcién efectora
aumentada.

Técnica Previa

El Sistema Inmune y los Anticuerpos Anti-CD20

[0002] El sistema inmune de los vertebrados, incluyendo humanos,
consiste de un nimero de 6rganos y tipos de células, gue han evoluacionado
para reconocer precisamente y especificamente, enlazar y destruir
microorganismos extrafios invasores ("antigenos"). Los linfocitos son criticos
para la function propia de! sistema inmune. Estas células se producen en el
timo, el bazo y la medulla espinal (adultos) y representan aproximadamente
el 30% de los gldbulos blancos totales presentes en el sistema circulatorio
de humanos adultos. Hay dos sub-poblaciones importantes de linfocitos: las
células T y las células B. Las células T son responsables de la inmunidad
mediada por la célula, mientras que las células B son responsables de la

produccién de anticuerpo (inmunidad humoral). Sin embargo, en una



respuesta inmune, las celulas T y las células B funcionan
interdependientemente: las células T se activan cuando el receptor de célula
T se enlaza a fragmentos de un antigeno que esta enlazado a glicoproteinas
del complejo de histocompatibilidad importantes ("MHC") sobre la superficie
de una célula que presenta antigeno; tal activacion produce la liberacion de
mediadores biolégicos (“interleucinas"), que estimulan las células B para

diferenciar y producir anticuerpos ("inmunoglobulinas”) contra el antigeno.

[0003] Cada célula B dentro del huésped expresa un anticuerpo de un
tipo y especifidad particular, y diferentes células B expresan anticuerpos
especificos para diferentes antigenos. La proiferacién de células B y la
produccion de anticuerpo se disparan como una reaccién a un antigeno
extrafio, y ambas tipicamente cesan (o disminuyen sustancialmente) una vez
el antigeno extrafio ha sido neutralizado. Ocasionalmente, sin embargo, Ia
proliferacion de una célula B particular continuara incolume; tal proliferacion
puede producir un cancer referido como "linfoma de célula B",

[0004] Las células T y las células B comprenden ambas proteinas de
superficie cellular que se pueden utilizar como "marcadores" para la
diferenciacidn e identificacion. Un marcador de célula B humana es el
antigeno Bp35 de diferenciacion restringido por linfocito B humano, referido
como "CD20". El CD20 se expresa durante el pre-desarrollo temprano de
célua B y permanece hasta la diferenciacion celular de plasma.
Especificamente, 1a molécula de CD20 puede regular un paso en el proceso
de activacion que se requiere para la iniciacién y diferenciacién del ciclo
celular y usualmente se expresa en niveles muy altos en las células B
neoplasticas (“tumor"). Como CD20 esta presente en niveles muy altos de
células B "malignas", i.e., aquellas células B cells cuya proliferacion incélume
puede conducir al linfoma de célula B, el antigeno de superficie CD20 tiene

el potencial de servir como un candidato para "marcar” linformas de célula B.

[0005] En esencia, tal marcado se puede generalizar de la siguiente
forma: los anticuerpos especificos al antigeno de superficie de CD20 de las
celulas B se introducen en un paciente, mediante inyeccién, por ejemplo.
Estos anticuerpos anti-CD20 se enlazan especificamente al antigeno de
superficie cellular de CD20 de (ostensiblemente) células B normales y

malignas; el anticuerpo anti-CD20 enlazado al antigeno de superficie de



CD20 puede conducir a la destruccién y deplecién de células B neoplasticas.
Adicionalmente, se pueden conjugar agents quimicos o etiquetas radiactivas
que tienen el potencial de destruir el tumos, con el anticuerpo anti-CD20 de
forma que el agente es “entregado” especificamente a e.g., las células B
neoplasticas. Sin importar el criterio, un objetivo primario es destruir el tumor:
el criterio especifico puede ser determinado por el anticuerpo anti-CD20
particular que es utilizado y, asi, los criterios disponibles para marcar el

antigeno CD20 pueden variar considerablemente.

[0008] Los anticuerpos monoclonales no conjugados (mAbs) pueden
ser medicinas Utiles para el tratamiento del cancer, como lo demostro la
aprobacién de la Administracion de Alimentos y Medicamentos Americana,
de Rituximab (Rituxan™; IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA, y
Genentech Inc., San Francisco, CA), para el tratamiento de célula B positiva
de CD20, linfoma de No Hodgkin de grado bajo o folicular, Trastuzumab
(Herceptin™; Genentech Inc,) para el tratamiento de cancer de seno
avanzado (Grillo-Lopez, A.-J., et aL, Semin. Oncol 26: 66-73 (1999),
Goldenberg, M. M., Clin. Ther. 21: 309-18 (1999)), Gemtuzumab {(Mylotarg™,
Celltech/Wyeth-Ayerst) para el tratamiento de leucemia mieloide aguda
recurrente, y Alemtuzumab (CAMPATH™, Millenium
pharmaceuticals/Schering AG) para el tratamiento de leucemia linfocitiva
crénica de célula B. El éxito de estos productos se basa no solamente en su
eficacia sino en sus perfiles de seguridad descatados (Grillo-Lopez, A.-J. et
al., Semin. Oncol. 26: 66-73 (1999); Goldenberg, M.M., Clin.The 7.21: 309-
18(1999)). A pesar de los logros de estos farmacos, actualmente hay un
gran interés en obtener mayor actividad de enticuerpo especifica que la
producida tipicamente por la terapia de mAb no conjugada. El anticuerpo
monocional murino, B-Ly1, es otro anticuerpo conocido por ser especifico al
CD20 humano. (Poppema, S. y Visser, L., Biotest Bulletin 3: 131-139
(1987)).

[0007] Los resultados de un numero de estudios sugieren que los
mecanismos dependientes del receptor Fc contribuyen sustancialmente a la
accion de anticuerpos citotdxicos contra tumores e indican que un anticuerpo
optimo contra tumores se enlazaria preferencialmente a los receptores Fc de

activacion y minimamente al compariero inhibidor FcyRIIB. (Clynes, R. A., et



al., Nature Medicine 6 (4): 443-446 (2000); Kalergis, A. M., y Ravetch, J. V,,
J. Exp. Med. 195 (12): 1653-1659 (Junio 2002). Por ejemplo, los resultados
de al menos un estudio sugieren que el receptor FcyRllla en particular esta
fuertemente asociado con la eficacia de la terapia de anticuerpo. (Cartron,
G., et al., Blood 99 (3): 754-757 (Febrero 2002)). Ese estudio mostrd que los
pacientes homocigéticos para FcyRllla tienen una mejor respuesta al
Rituximab que los pacientes heterocigéticos. Los autores concluyeron que
la respuesta superior se debia al mejor enlace in vivo del anticuerpo a
FeyRlilla, lo que produjo una mejor actividad ADCC contra las células de
linfoma (Cartron, G., et al., Blood 999(3). 754-757 (Febrero 2002)).

{0008] Se han reportado varios intentos para marcar el antigeno de
supertficie de CD20. Se dice que el anticuerpo IF5 monoclonal murino (raton)
(un anticuerpo anti-CD20) fue administrado por infuncién intravenosa
continua a pacientes con linfoma de células B. Se dice que requirieron
niveles extremadamente altos (> 2 gramoss) de 1F5 para depletar células de
tumos circulantes, y los resultados fueron descritos como “transitorios”.
Press et al., "Monoclonal Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human
B-Celi Lymphomas”. Blood 69/2; 584-591 (1987). Un problema potencial con
este criterio es que los anticuerpos monocionales no humanos (e.g.,
anticuerpos monoclonales murino) tipicamente carecen de funcionalidad
effectora humana, i.e., no son capaces de, inter alia, mediar la lisis
dependiente de complemento o lisar células marcadas humanas mediante |a
toxicidad celular dependiente de anticuerpo ¢ la fagocitosis mediada por el
receptor Fc. Adicionalmente, los anticuerpos monoclonales no humanos
pueden ser reconocidos por el huésped humano como una proteina exirafia;
por lo tanto, repetidas inyecciones de tales anticuerpos extrafios puede
conducir a la induccién de respuestas inmunes que conducen a reacciones
de hipersensibilidad nocivas. Para los anticuerpos monoclonales basados en
murina, estd se refiere usualmene como una respuesta de anticuerpo Anti-
Ratébn humana, o respuesta "HAMA". Adicionalmente, estos anticuerpor
"extrafos” pueden ser atacados por el sistema immune del huésped de

forma que son, en efecto, neutralizados antes que alcanced su sitio objetivo.

[0009] Otro criterio reportado para mejorar la habilidad de los
anticuerpos monoclonales murino para ser efectivos en el tratamiento de los



trastornos de celula B ha sido conjugar una etiqueta radioactiva o toxina ai
anticuerpo de forma que la etiqueta o toxina es localizada en el sitio del
tumor. Por ejemplo, el anticuerpo 1F5 referenciado anteriormente ha sido
"etiquetado” con yodo-131 (""*'|") y se dice que se evalué por biodistribucién
en dos pacientes. Ver Eary, J.F. et al., "Imaging and Treatment of B-Cell
Lymphoma" J. Nuc. Med. 31/8; 1257-1268 (1990); ver también, Press, O. W.
et al., "Treatment of Refractory Non-Hodgkin's Lymphoma with Radiolabeled
MB-1 (Anti-CD37) Antibody" J. Clin. Onc. 7/8: 1027-1038 (1989) (indicacion
que un paciente tratado con IF-5 marcado con "'l logré una “respuesta
parcial’); Goldenberg, D. M. et al, "Targeting, Dosimetry and
Radioimmunotherapy of B- CeII' Lymphomas with lodine-131-Labeled LL2
Monoclona! Antibody" Clin. Onc. 9/4: 548-564 (1991) (tres de los ocho
pacientes que recibieron inyecciones multiples reportaron haber desarroliado
una respuesta HAMA); Appelbaum, F. R."Radiolabeled Monoclonal
Anticuerpos in the Treatment of Non-Hodgkin's Lymphoma" Hem./Onc.
Clinics of N.A. 5/5: 1013-1025 (1991) (articulo de revisién); Press, O. W. et al
"Radiolabeled-Antibody Therapy of B-Celi Lymphoma with Autologous Bone
MarrowSupport". New England J. Med. 329/17: 1219-12223 (1993)
(anticuerpo anti-CD20 IF5 y B1 marcado con yodo-131); y Kaminski, M. G. et
al "Radioimmunotherapy of B-Cell Lymphoma with **'| Anti-B1 (Anti-CD20)
Antibody". New England J. Med. 329/7 (1993) (anticuerpo anti-CD20 B1
marcado con yodo-131; de aqui en adelante "Kaminski"). Las toxinas (i.e.,
agentes quimioterapéuticos tales como doxorubicina o mitomicina C)
tambien han sido conjugadas a los anticuerpos. Ver, por ejemplo, la solicitud
PCT publicada WO 92/07466 (publicada en Mayo 14 de 1992).

[0010] Los anticuerpos quiméricos que comprenden porciones de
anticuerpos de dos o mas especies diferentes (e.g., de raton y humana) han
sido desarrollados como una alternativa a anticuerpos “conjugados”. Por
gjemplo, Liu, AY. et al, “Production of a Mouse-Human Chimeric
Monoclonal Antibody to CD20 with potent Fc-Dependent Biologic Activity” J.
Immun. 139/10:3521-3526 (1987), describe un anticuero quimérico de
raton/humano dirigido contra el antigeno de CD20. Ver también, la
publicacion PCT No. WO 88/04936. Por ejemplo, el rituximab (RITUXAN®),

un anticuero anti-CD20 quimérico ha sido aprobado para el tratamiento de
linfoma de no Hodking.



[0011] Dada la expresién de CD 20 por los linfomas de céiula B, este
antigeno puede servir como un candidato para “marcar” tales linfomas. En
esencia, tal marcado puede generalizarse de la siguiente forma: los
anticueros especificos para el antigeno de superficie de CD20 sobre células
B es administrado a un paciente. Estos anticuerpos anti-CD20 se enlazan
especificamente al antigeno de CD 20 de (ostensiblemente) células B
normales y malignas, y el anticuerpo enlazado al CD20 sobre la superficie
celular produce la destruccion y deplecién de células B tumorigenica.
Adicionaimente, los agentes quimicos, citotoxinas o agentes radiactivos
pueden ser unidos directamente o indirectamente al anticuerpo anti-CD20 de
forma que el agente es “entregado’ selectivamente al antigeno de CD 20
que expresa células B. Com ambos criterior, el objetivo primaric es destruit
el tumor. El criterio especifico dependera del anticuerpo anti-CD20 particular
que se utiliza. Asi, es obvio que los diferentes criterios para el marcado del
antigeno de CD20 pueden variar considerablemente,

[0012] El anticuerpo rituximab (RITUXAN®) es un dominio constante
murino quimérica humana gama 1 disefiado genéticamente que contiene
anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno de CD20 humano. Este
anticuerpo quimérico contiene dominios constants humanos gama 1 y es
identificado con el nombre de "C2B8" en la Pat. US. No. 5736,137
(Andersen et. al.) emitida el 17 de Abril de 1998, asignada a IDEC
Pharmaceuticals Corporation. El RITUXAN® estd aprobado para el
tratamiento de pacientes con linfoma de no Hodkin de célula B recurrente o
refractiva de grado bajo o folicular, positivo a CD20. Los estudios de
mecanismo de accion in vitro han mostrado que el RITUXAN® exhibe
citotoxicidad humana dependiente del complemento (CDC)(Reff et. al, Blood
83 (2): 435-445 (1994)). Adicionalmente, exhibe actividad significativa en los
ensayos que miden la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC). El RITUXAN® ha mostrado poseer actividad anti-proliferativa en
ensayos de incorporacién de timidina y una habilidad limitada para inducir
apoptosis directamente, mientras qu'e los anticuerpos de CD20 no (Maloney
et al., Blood 88 (10). 637a (1996)).



Glicosilacién de anticuerpo

[0013] El componente oligosacarido puede afectar significativamente
las propiedades relevantes a [a eficacia de una glicoproteina terapéutica,
incluyendo la estabilidad fisica, resistencia al ataque de proteasa,
interacciones con el sistema inmune, farmacocinética, y actividad biologica
especifica. Tales propiedades pueden depender no solamente de la
presencia o ausencia, sino de las estructuras especificas de oligosacaridos.
Se pueden hacer algunas generalizaciones entre la estructura de
oligosacarido y funcién de glicoproteina. Por ejemplo, ciertas estructuras de
alogosacarido median la depuracién rapida de la glicoproteina desde la
corriente sanguinea a través de las interacciones con proteinas de enlace a
carbohidrato especifico, mientras que otras pueden enlazarse mediante
anticuerpos y disparar reacciones inmunes no deseadas. (Jenkins ef al,
Nature Biotechnol. 14: 975-81 (1996)).

[0014) Las células mamiferas son los huéspedes preferidos para la
produccién de glicoproteinas terapéuticas, debido a su capacidad de
glicosilar proteinas en la forma mas compatible para aplicaciéon humana.
(Cumming et al, Glycobiology 1. 115-30 (1991); Jenkins et al, Nature
Biotechnol. 14: 975-81 (1996)). Las bacterias muy rara vez glicosilan
proteinas, y como otros tipos de huéspedes comunes, tales como levaduras,
hongos filamentosos, células de insecto y planta, producen patrones de
glicosilacion asociados con depuracion rapida desde la corriente sanguinea,
interacciones inmunes indeseadas, y en algunos casos especificos, actividad
biologica reducida. Entre las células mamiferas, las células de ovario de
hamster Chino (CHO) han sido las mas cominmente usadas durante las dos
ultimas décadas. Ademas de dar patrones de glicosilacién adecuados, estas
células permiten la generacion consistente de lineas de células clonales
altamente productivas y genéticamente estables. Pueden ser cultivadas a
altas densidades en birreactores sencillos usando medio libre de suero, y
permiten el desarrollo de bioprocesos seguros y reproducibles. Otras células
animales comunmente usadas incluyen células de rifigon de hamster (BHK),
celulas de mieloma de raton NSO y SP2/0. Mas recientemente, la
produccién de animals trasngénicos también ha sido ensayada. (Jenkins ef
al., Nature Biotechnol. 14: 975-81 (1996)).



[0015] Todos los anticuerpos contienen estructuras de carbohidrato en
posiciones conservadas en regions constants de cadena pesada, teniendo
cada isotipo una distribuciéon distinta de estructuras de carbohidrato
enlazadas a N, que afectan variablemente en ensable de proteina, la
secrecion o la actividad funcional. (Wright, A. y Morrison, S. L., Trends
Biotech. 15: 26-32 (1997)). La esctructura del carbohidrato enlazado a N
varia considerablemente, dependiendo del grado de procesamiento, y puede
incluir oligosacaridos altos en manosa, ramificados miltiplemente asi como
de complejo de biantena. (Wright, A., y Morrison, S. L., Trends Biotech. 15:
26-32 (1997)). Tipicamente, hay procesamiento heterogéneo de las
estructuras de oligosacarido de nucleo unidas en un sitio de glicosilacion
particular de forma que incluso los anticuerpos monoclonales existen como
glicoformos multiples. Asimismo, se ha mostrado que las diferencias
importantes en la glicosilacién del anticuerpo ocurren entre las lineas de
celula, e incluso se ven diferencias menores para una linea de célula dada
cultivada bajo condiciones de cultivo diferentes. (Lifely, M. R. et al,
Glycobiology 5 (8): 813-22 (1995)).

[0016] Una forma de obtener grandes aumentos en la potencia,
mientras se mantiene un proceso de produccion sencilio y evitando
potenciaimente efectos secundarios significativos undeseados, es mejorar
fias funciones efectoras naturales mediadas por célula efectora de los
anticuerpos monoclonales disefiando su componente oligosacarido como se
describe en Umania, P. et al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999) y |a Pat.
U.S. No. 6,602,684, cuyos contenidos completes estan incorporados aqui
para referencia. Los anticuerpos del tipo IgGl, los anticuerpos mas
comunmente usados en la inmunoterapia dle cancer, son glicoproteinas que
tienen un sitio de glicosilacién enlazado a N conservado en Asn297 en cada
dominio CH2. Los dos oligosacaridos de biantena complejos unidos a
Asn297 estan enterrados entre los dominios CH2, que forman contactos
extensos con la estructura del polipéptido, y su presencia es esencial para
que el anticuerpo medie las funciones efectoras tales como citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Lifely, M. R., et al., Glycobiology
5. 813-822 (1985); Jefferis, R., et al, Immunol Rev. 163: 59-76 (1998);
Wright, A. y Morrison, S. L., Trends Biotechnol. 15: 26-32 (1997)).
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[0017] Los inventores presentes mostraron anteriormente que la
sobreexpresion en célufas (CHO) de ovario de hamster Chino de p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il ("GnTIll"), una glycosiltransferasa que
cataliza la formacidén de oligosacdridos bisecados, aumenta
significativamente la actividad ADCC in vitro de un anticuerpo monoclonal
quimérico anti-neuroblastoma (chCE7) producida por las células CHO
disefiadas. (Ver Umanfa, P. et al., Nature Biotechnol. 17 176-180 (1999); y
Publicacién Internacional No. WO 99/54342, cuyos contenidos totales estan
incorporados aquf para referencia). El anticuerpo chCE7 pertenece a una
gran clase de mAbs no conjugadas que tienen aita afinidad y especificidad
de tumor, pero muy poca potencia para ser clinicamente utiles cuando se
producen en lineas de células industriales estdndar que carecen de la
enzima GnTIll (Umaaa, P., et al., Nature Biotechnol. 17, 176-180 (1999)).
Ese estudio fue el primero en mostrar que se podrian obtener grandes
aumentos de la actividad de ADCC disefando células que producen
anticuerpo para expresar to GnTlIl, que también conduce a un aumento en la
proporcion de oligosacaridos bisecados, asociados con (Fc) de regidn
constante, incluyendo oligosacaridos bisecados, no fucosilados, por encima
de los niveles encontrados en los anticuerpos que se encuentran

naturaimente.

[0018] Permanece una necesidad de criterior terapéuticos mejorados
que marcan el antigeno de CD20 para el tratamiento de linfomas de célula B

en primates, incluyendo, pero sin limitarse a humanos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0019] Reconociendo el tremendo potencial terapéutico de las
moléculas que se enlazan a antigeno (ABMs) que tienen la especificidad de
enlace del anticuerpo B-Ly1 murino y que han sido glicodisefiados para
mejorar la afinidad de enlace al receptor Fc y funcion efectora, los presentes
inventores desarrollaron un método para producir tales ABMs. Inter alfa, este

método incolucra producir anticuerpos recombinantes, quiméricos o©
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fragmentos quiméricos de los mismos. La eficacia de estas ABMs se mejora

ademas disefiando el perfil de glicosilacion de la region Fc del anticuerpo.

[0020] En consecuencia, en un aspecto, la invencion esta dirigida a un
polinucledtido aislado que comprende: (a) una secuencia seleccionada de un
grupo que consiste de: SEQ ID NO.: 5, SEQ ID NO.: 6 y SEQ ID NO. : 7.
(CDRsVH-1); (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de:
SEQ ID NO. : 21, SEQ ID NO. : 22 y SEQ ID NO. : 23. (CDRsVu-2); y SEQ
iD NO: 24, En otro aspecto, la invencion esta dirigida a un polinucleétido
aislado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 9 y SEQ ID NO.: 10.
(CDRs VL). En una realizacion, cualquiera de estos poiinucledtidos codifica
un polipéptido de fusion.

[0021] En un aspecto adicional, la invencion esta dirigida a un
polinucledtido aislado que comprende la SEQ iD No.: 2 En otro aspecto, ia
invencion esta dirigida a un polinuclettido aislado que comprende la SEQ ID
No.: 4. En un aspecto adicional, la invencion esta dirigida a un polinucleétido
aislado seleccionado dei grupo que consiste de la SEQ ID No: 29; SEQ ID
No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37; SEQ ID No: 39;
SEQ ID No: 41; SEQ ID No: 43; SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 47; SEQ ID No:
49; SEQ ID No: 51; SEQ ID No: 5§3; SEQ ID No: 55; SEQ ID No: 57; SEQ ID
No: 59; SEQ ID No: 61 ; SEQ ID No: 63; SEQ ID No: 65; SEQ ID No: 67:
SEQ ID No: 69; y SEQ ID No: 71. En otro aspecto, la invencién esta dirigida
a un polinucledtido aislado que comprende la SEQ ID No.: 75. En una

realizacion, tales polinucleétidos codifican los polipéptidos de fusion,

[(0022] La invencién se dirige ademas a un polinucledtido aislado que
comprende una secuencia que tiene al menos 80% de identidad a la SEQ ID
NO: 2, en donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de
fusion. En un aspecto adicional, la invencion esta dirigida con un
polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al menos
80% de identificacién a la SEQ ID NO: 4, en donde dicho polinucleétido
aislado codifica un polipéptido de fusién. La invencidn esta ademas dirigida a
un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene almenos
80% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID No: 29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No:
37, SEQ ID No: 39; SEQ ID No: 41; SEQ ID No: 43; SEQ ID No: 45;: SEQ ID
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No: 47; SEQ ID No: 49; SEQ 1D No:51; SEQ ID No: 53; SEQ ID No: 55; SEQ
ID No: 57; SEQ ID No: 59; SEQ ID No: 61; SEQ ID No: 63; SEQ ID No: 65;
SEQ ID No: 67; SEQ ID No: 69; y SEQ ID No:71, en donde dicho
polinucledtido aislado codifica un polipéptido de fusién. En un aspecto
adicional, la invencién esta dirigida a un polinucledtido aislado que
comprende una secuencia que tiene al menos 80% de identidad a la SEQ ID
NO: 75, en dodnde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de
fusion.

[0023] La invencion se dirige ademas a un polinucledtido que
comprende la SEQ ID NO: 11 (cadena pesada total), o a polinucleétidos que
tienen 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad a la SEQ ID NO: 11. La
invencién también esta dirigida a un polinucledtido que comprende SEQ ID
NO: 12 (la cadena ligera total), o a polinucleétidos que tienen 80%, 85%,
90%, 95% 0 99% de identidad a SEQ ID NO: 12.

[0024] La invencién también esta dirigida a un polinucledtido aislado
que codifica un polipéptido quimérico que tiene la secuencia de SEQ ID
No.:1. En una realizacidn, el polinucledtido comprende una secuencia que
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de SEQ ID No.:1; y una
secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de una regién
Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especia diferente a la
de ratdn. La invencion también esta dirigida a un polinucleétido aislado que
cadifica un polipéptido quimeérico que tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ
ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44;
SEQID No : 46; SEQ ID No: 48 ; SEQ ID No: 50; SEQ 1D No: 52; SEQ ID No:
54, SEQ ID No: 56; SEQ ID No: 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID
No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72.
En una realizacién, el polinucleétido comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste
de SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No; 36; SEQ ID
No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46:
SEQ ID No: 48 ;SEQ ID No : 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No:
56; SEQ ID No: 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ iD No: 64: SEQ ID
No: 66; SEQ ID No: 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No : 72: y una secuencia

que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de la regién Fc de
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anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie diferente a la de
ratén.

[0025] En ya otro aspecto, la invencion estd dirigida a un
polinuciedtido aislado que codifica un polipéptido quimérico que tiene la
secuencia de SEQ ID No.: 3. En una realizaciéon, el polinucledtido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de SEQ ID No.: 3; y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente al ratdn. En ya otro aspecto, la invencion esta dirigida
a un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido quimérico que tiene la
secuencia de SEQ ID No.. 76. En una realizacién, el polinucleétido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de SEQ ID No.: 76; y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una region Fc de anticuerpo, o un fragento de la misma, de
una especie diferente a la de raton.

(0026] La invencién también esta dirigida a un polinucleétido aislado
que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
region VH del anticuerpo B-Ly1 murino, o variantes funcionales de la misma,
y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de una
reagiébn Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una especie
diferente a la de ratéon. En otro aspecto, la invencion esta dirigida a un
polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica un
~ polipeptido que tiene la regién VL del anticuerpo B-Ly1 murino, o variantes
funcionales de la misma, y una secuencia que codifica un polipéptido que
tiene la secuencia de una regiéon Fc de anticuerpo, o un fragmento de la
misma, de una especie diferente a la de raton.

[0027] La invencién se dirige ademas a un vector de expresidén que
comprende cualquiera de los polinucleétidos aislados descritos anteriores, y
a una célula huésped que comprende tal vector de expreéién. En un aspecto
adicional, la invencién esta dirigida a una célula huésped que comprende

cualquiera de los polinucledtidos aislados descritos anteriormente.

[0028] En un aspecto, la invencién esta dirigida a un polipéptido

aislado que comprende: (a) una secuencia seleccionada de un grupo que
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consiste de: SEQ ID NO.: 15, SEQ ID NO.: 16 y SEQ ID NO. : 17. (CDRs
VH-1) ; (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de: SEQ
ID NO. : 25, SEQ [D NO.: 26 y SEQ ID NO. : 27 (CDRs VH-2): y SEQ ID NO:
28, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de fusion. En otro aspecto,
la invencién esta dirigida a un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID
NO. : 18, SEQ ID NO.: 19 y SEQ ID NO. : 20. (CDRs VL), en donde dicho
polipéptido es un polipéptido de fusion.

[(0029] La invencién también esta dirigida a un polipéptide quimérico
que comprende [a secuencia de SEQ ID NO.: 1 o una variante de la misma.
La invencién se dirige ademas a un polipéptido quimérico que comprende la
secuencia de SEQ ID NO. : 3 o una variante de la misma. En una
realizacion, cualquiera de estos polipéptidos comprende ademas una region
Fc humana. La invencion también esta dirigida a un polipéptido quimérico
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ
ID No : 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34: SEQ D No- 36; SEQ ID No: 38;
SEQ ID No: 40; SEQID No: 42; SEQ ID No: 44: SEQID No: 46; SEQ ID No:
48; SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No: 56; SEQ ID
No: 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No: 66:
SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72, 0 una variante de la
misma. La invencién se dirige ademas a un polipéptido quimérico que
comprende la secuencia de SEQ IDNO.: 76 o una variante de la misma. En

una realizacion, cualquiera de estos polipéptidos comprende ademas una
region Fc humana.

[0030] En otro aspecto la invencion esta dirigida a un polipéptido que
comprende una secuencia derivada del anticuerpo B-Ly1 murino y una
secuencia derivada de un polipéptido heterdlogo y a una molécula que se
enlaza a antigeno que comprende tal polipéptido. En una realizacién la
molécula que se enlaza a antigenoes un anticuerpo. En una realizacién
preferida, el anticuerpo es quimérico. En otra realizacion preferida, el
anticuerpo es humanizado o primatizado.

[0031] En un aspecto adicional, la invencion esta dirigida a un
polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO: 13 o una variante de Ia
misma. En otro aspecto, la invencién esta dirigida a un polipéptido aislado
que comprende la SEQ ID NO: 14.
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[0032] En otro aspecto, la invencién esta dirigida a una ABM, que es
capaz de comperir con el anticuerpo B-Ly1 murino para enlazarse a CD20 y
que es quimerica. En una realizacién, la ABM es un anticuerpo o un
fragmento de la misma. En una realizacion adicional, la ABM es un
anticuerpo recombinante que comprende una regiéon VH que tiene una
secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID
NO.:1; SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ
ID No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46;
SEQ ID No: 48; SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ 1D No:
56; SEQ ID No: 58 ; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62;SEQ ID No: 64: SEQ ID
No : 66; SEQ ID No : 68 ; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72. En otra
realizacién, la ABM es un anticuerpo recombinante que comprende una
region VL que tiene una secuencia de amino acido seleccionada del grupo
consistente de SEQ ID NO.: 3 y SEQ ID NO: 76. En una realizacién adicional
la ABM es un anticuerpo recombinante que es primatizado. En ya una
realizacion adicinal la ABM es un anticuerpo recombinante que es
humanizado. En otra realizacion, la ABM es un anticuerpo recombinante que
comprende una regién Fc humana. En una realizacién adicional, cualquiera
de las ABMs discutidas anteriormente puede estar conjugada con una midad

tal como una toxina o un radiomarcador.

[0033] La invencion se relaciona ademas con una ABM de la presente
invencion, dicha ABM tiene oligosacaridos modificados. En una realizacion
los oligosacéaridos modificados tienen fucosilacion reducida comparada con
oligosacaridos no modificados. En otras realizaciones, los oligosacaridos
modificados son hibridos o complejos. En una realizacion adicional, la ABM
tiene una proporcion aumentada de oligosacaridos no fucosilados o
bisecados, oligosacaridos no fucosilados en la region Fc de dicha molécula.
En una realizacién, los oligosacaridos no fucosilados bisecados son hibridos.
En una realizacion adicional, los oligosacaridos fucosilados bisecados son
complejos. En una realizacién, al menos 20% de los oligosacaridos en la
region Fc de dicho polipéptido son no ficosilados o bisecados, no
fucosilados. En realizaciones mas preferidas, al menos 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% 0 75% o mas de los oligosacarides son no
fucosilados o bisecados, no fucosilados.
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[0034] La invencidn se relaciona ademas con un polinucledtido que
codifica cualquiera de las ABMs discutidas anteriormente, y a vectores de

expresion y celulas que comprenden tal polinucleétido.

[0035] La invencidn se relaciona ademas con un metodo para producir
una ABM, que es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1 murino para
enlazarse a CD20 y en donde dicha ABM es quimerica;, dicho método
comprende: (a) cultivar una célula huésped que comprende un polinucleétido
que codifica una ABM de la presente invencién en un medio bajo
condiciones que permiten la expresion de dicho polinucledtide que codifica
dicha ABM,; y (b) recuperar dicha ABM del cultivo resultante.

[0036] En otro aspecto, la invencion estd relacionada con una
composicién farmacéutica que comprende la ABM de la invencion. Se
contempla que la composicién farmacéutica pueda ademas comprender un
vehiculo, un adyuvante farmacéuticamente aceptable, o una combinacién de
los mismos.

[0037] En un aspecto adicional, la invencién esta relacionada con un
método para tratar un trastorno tratable por la deplecion de céiula B. El
método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la
ABM de la presente invencidon a un sujeto humano en necesidad de la
misma. En una realizacién preferida, el trastorno es tratado por la
administracion de una ABM que es un anticuerpo quimérico, o un fragmento

quimérico de un anticuerpo.

[0038] En ya otro aspecto, la invencidn esta relacionada con una
célula huésped disefiada para expresar al menos un acido nucleico que
codifica un polipéptido que tiene actividad GnTIll, en una cantidad suficiente
para modificar los oligosacaridos en la regidn Fc producidos por la célula
huésped, en donde la ABM es capaz de compertir con el anticuerpo B-Ly1
murino para enlazarse a CD20, y en donde la ABM es quimérica. En una
realizacion, el polipéptido que tiene actividad GnTill, es un polipeptido de
fusion. En ofra realizacion, la ABM producida por la célula huésped es un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. In a further realizacion, la ABM

comprende una regién equivalente a la regién Fc de un IgG humano.
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[0039] La invencion también esta dirigida a un polinucledtido aislado
que comprende al menos una region determinante de complementariedad
del anticuerpo B-Ly1 murino, o una variante o truncacion de la misma, que
contiene al menos los residuos determinantes de especificidad para dicha
region determinante de complementariedad, en donde dicho polinucleétido
aislado codifica un polipéptidc de fusién. Preferiblemente, tales
polinucleétidos aislados codifican un polipéptido de fusidbn que es una
molécula que se enlaza a antigeno. En una realizacion, el polinucleétido
comprende tres regiones determinantes de complementariedad del
anticuerpo B-Ly1 murino, o formas variantes o truncaciones de las mismas
que contiene al menos los residuos determinantes de especificidad para
cada una de dichas tres regiones determinantes de complementariedad. En
otra realizacién, el polinucledtido codifica la regiéon variable entera de la
cadena pesada o ligera del anticuerpo aquimérico (e.g., humanizado). La
invencion esta dirigida ademas a los polipéptidos codificados por tales
polinucleétidos.

[0040] En otra realizacién, la invencion esta dirigida a una cmolécula
que combina antigeno que comprende al menos una regién determinante de
complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o una forma variante o
truncacion del mismo, que contiene al menos los residuos determinantes de
especificidad para dicha region determinante de complementariedad, y que
comprende una secuencia derivada de un polipéptido heterélogo. En una
realizacion, la molécula que enlaza antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o formas
variantes o truncacién de las mismas, que contienen al menos los residuos
determinantes de especificidad para cada una de las regiones determinantes
de complementariedad. En otro aspecto, la molécula que se enlaza a
antigeno comprende la regién variable de una cadena ligera o pesada de
anticuerpo. En una realizacién particularmente dtil, la molécula que se
enlaza a antigeno es aquimérica, e.g., humanzada, anticuerpo. La invencion
también esta dirigida a métodos para preparar tales moléculas que se
enlazan a antigeno, y el uso de las mismas en el tratamiento de trastorno,
incluyendo linfomas de célula B.
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[0041] La presente invencion es la primera instancia conocida en la
cual un anticuerpo anti-CD20 tipo 1l ha sido disefiado para tener funciones
effectoras aumentadas tales como ADCC, mientras adn retienen habilidad
de apdptosis potente. En consecuencia, la presente invencion esta dirigida a
un anticuerpo anti-CD20 tipo Il disefiado, que tiene ADCC aumentada como
un resultado de dicho disefio y sin perdida de la habilidad sustancial para
inducir apéptosis. En una realizacion, los anticuerpos anti-CD20 Tipe |l han
sido disefiados para tener un patrén alterado de glicosilacién en la regién Fc.
En una realizacion particular, la glicosilacion alterada comprende un nivel
aumentado de residuos complejos bisecados en la region Fc. En otra
realizacion particular, la glicosilacién alterada comprende un nivle reducido
de residuos de fucosa en la region Fc. En otra realizacidn, los anticuerpos
anti-CD20 Tipo Il anticuerpos tienen disefio de polipéptido sometido. La
invencion se dirige ademas a métodos para preparar tales anticuerpos Tipo
Il disefiados, y a métodos para usar tales anticuerpos en el tratamiento de

diferentes trastornos de celula B, incluyendo linfomas de célula B.

[0042] La ceélula huésped de la presente invencion se puede
seleccionar del grupo que incluye, pero no se limita a, una célula CHO, una
célula BHK, una célula NSO, una célula SP2/0, una célula de mieloma YO,
una célula de mieloma de raton P3X63, una célula PER, una céluia PER. C6
0 una célula de hidridoma. En una realizacion, la célula huésped de la
invencion comprende ademas un polinucledtido transfectado que comprende
un polinucleétido que codifica la regidn VL del anticuerpe B-Ly1 murino o
variantes de la misma y una secuencia que codifica una regién equivalente a
la region Fc de una inmunoglobulina humana. En otra realizacion, la celula
huésped de la invencion comprende ademas un polinucledtido trasnfectado
gque comprende un polinucledtido que codifica la region VH del anticuerpo B-
Ly? murino o variantes de las mismas y una secuencia que codifica una

regién equivalente a la region F¢ de una inmunoglobulina humana.

[0043] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a una célula
huésped que produce una ABM que exhibe afinidad de enlace al receptor Fc
aumentada y/o funcion efectora aumentada como un resuitado de la

modificacion de sus oligosacaridos. En una realizacion, la afinidad de enlace
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aumentada es a un receptor Fc, particularmente, el receptor FcyRIIA. La
function efectora contemplada aqui se puede seleccionar del grupo que
incluye, pero no se limita a, cotitoxicidad cellular mediada por Fc aumentada;
enlace aumentado a células NK; enlace aumentado a macrofagos; enlace
aumentado a células polimorfonucleares; enlace aumentado a monocitos;
sefalizacion directa aumentada que induce apoptosis; maduracion de célula

dendritica aumentada; y copiado de célula T aumentado.

[0044) En una realizacién adicional, la célula huésped de |a presente
invencion comprende al menos un acido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene actividad GnTIll que esta operablemente enlazado a un elemento
promotor constitutivo.

[0045] En otro aspecto, la invencién esta dirigida a un método para
producer una ABM en una célula huésped, que comprende: (a) cultivar una
célula huésped disefiada para expresar menos un polinucledtido que codifica
un polipéptido de fusién que tiene actividad GnTIll bajo condiciones que
permiten la produccién de dicha ABM y que permite la modificacién de los
oligosacaridos presentes en la regién Fc de dicha ABM; y (b) aislar dicha
ABM; en donde dicha ABM es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1
murino para enlazarse a CD20 y en donde dicha ABM es quimérica. En una
realizacion, el polipéptido que tiene actividad GnTIll es un polipéptido de
fusion, que comprende preferibilemente el dominio catalitico de GnTlll y el
dominio de localizacién Golgi de un polipéptido residente en Golgi héterélogo
seleccionado del grupo que consiste del dominio de localizacién de
manosidasa Il, el dominic de localizacion de  B(1,2)-N-
acetilglucosaminiltransferasa | ("GnTI"), el dominic de localizacion de
manosidasa l, el dominio de localizacién de B(1,2)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il ("GnTIl"}, y el dominio de localizacion de
fucosiltransferasa de nicleo o-6. Preferiblemente, el dominio de localizacién
Golgi es de manosidasa 1l 0 GnTI.

[0046] En un aspecto adicional, la invencion esta dirigida a a metodo
para modificar el perfil de glicosilacién de una ABM anti-CD20 producida por
una célula huésped que comprende introducir en la célula huésped al menos

un acido nucleico o vector de expresion de la invencidén. En una realizacion,
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la ABM es un anticuerpo o un fragmento del mismo; que comprende
preferiblemente la regién Fc de un IgG. Alternativamente, el polipéptido es

una proteina de fusién que incluye una regién equivalente a la regién Fc de
un IigG humano.

[0047] En un aspecto, la invencion esta relacionada con un anticuerpo
recombinante, quimérico, o un fragmento del mismo, capaz de competir con

el anticuerpo B-Ly1 murino para enlazarse a CD20 y que tiene fucosilacion
reducida.

[(0048] En otro aspecto, la presente invencion esta dirigida a un
método para modificar la glicosilacion del anticuerpo recombinante o un
fragmento del mismo de la invencion usando un polipéptido de fusion que
tiene actividad GnTll y que comprende el dominio de localizacién Golgi de
un polipeptido residente Golgi heterdlogo. En una realizacion, los
polipéptidos de fusion de la invencién comprenden el dominio catalitico de
GnTIIl. En otra realizacién, el dominio de localizacion Golgi se selecciona del
grupo que consiste de: el dominio de localizacidén de manosidasa |l, el
dominio de localizacidon de GnTI, el dominio de localizacidn de manosidasa |,
el dominio de localizacion de GnTll y el dominio de localizacion de
fucosiltranferasa de nucleo «-6. Preferiblemente, el dominio de lozalizacion

Golgi es de manosidasa Il o GnTI.

[0049] En una realizacién, el método de la invencién esta dirigido a
producir un anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo,
con oligosacaridos modificados en dondo dichos oligosacaridos modificados
tienen fuscosilaciéon reducida comparado con oligosacaridos no modificados.
De acuerdo con la presente invencion, estos oligosacaridos modificados
pueden ser hibridos 0 complejos. En otra realizacién, el método de la
invencion esta dirigido a producir un anticuerpo recombinante quimérico o un
fragmento del mismo que tiene una proporcion aumentada de oligosacaridos
bisecados no fucosilados en la regién Fc de dicho polipéptido. En una
realizacion, los oligosacaridos bisecados no fucosilados son hibridos. En otra
realizacion, los oligosacéaridos bisecado no fucosilados son complejos. En
una realizacion adicional, el método de la invencion esta dirigido a producir

un anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo, que tiene
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al menos 20% de los oligosacaridos en la regidn Fc de dicho polipéptido que
son bisecatos, no fucosilados. En una realizacion preferida, al menos 30%
de los oligosacaridos en la regidén Fc de dicho polipéptido son bisecados no
fucosilados. En otra realizacioén preferida, en donde ai menos 35% de los
oligosacaridos en la region Fc de dicho polipéptido son bisecados, no
fucosilados.

[(0050] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a un
anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo, que muestra
una afinidad aumentada de enlace al receptor F¢ y/o funcion efectora
aumentada como resultado de la modificacién de sus oligosacaridos. En una
realizacion, la afinidad de enlace aumentada es a un receptor de activacion
de Fc. En una realizacidn adicional, el receptor Fc es el receptor de
activacion de Fcy, particularmente, el receptor FeyRIIIA. La funcidn efectora
contemplada aqui se puede seleccionar del grupo que incluye, pero no se
limita a, citotoxicidad celular mediada por F¢ aumentada; enlace aumentado
a células NK; enlace aumentado a macrofagos; enlace aumentado a células
polimorfonucleares; enlace aumentado a monocitos, sefializacion derecta
aumentada que induce apoptosis; maduracién de célula dendritica

aumentada; y copiado de célula T aumentado.

[00561] En otro aspecto, la invencion esta dirigida a un fragmento de
anticuerpo recombinante, quimérico, que tiene especificidad de enlace al
anticuerpo B-Ly1 murino y que contiene la region Fc, que esta diseriado para
tener funcién efectora aumentada producida por cualquiera de los métodos
de la presente invencion.

[0052] En otro aspecto, la presente invencion estd dirigida a una
proteina de fusion gie incluye un polipéptido que tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 1 y una region equivalente a la regidn Fc de una inmunogiobulina y
disefiada para tener funcion efectora aumentada producida por cualquiera de
los métodos de la presente invencion.

[0053] En otro aspecto, la presente invencion esta dirigida a una
proteina de fusién que incluye un polipéptido que tiene la secuencia de SEQ

ID NO: 3 y una regidn equivalente a la Region Fc de una inmunoglobulina y



22

disefiada para tener funcion efectora aumentada producida por cualquiera de

los métodos de la presente invencion.

[0054] En un aspecto, la presente invencion estd dirigida a una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo recombinante
quimerico, producido por por cualquiera de los métodos de la presente
invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la
presente invencidn esta dirigida a una composicién farmacéutica que
comprende un fragmento de anticuerpo recombinante guimérico producido
por cualquiera de los métodos de la presente invencién, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la presente invencion esta
dirigida a una composicidn farmacéutica que comprende una proteina de
fusion producida por cualquiera de los métodos de la presente invencion, y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

{0055] La invencidén estd dirigida ademas con un método para el
tratamiento de un trastorno tratable mediante la deplecién de células, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo recombinante, quimérico o un fragmento del mismo, producido
por cualquiera de los métodos de la presente invencién, a un sujeto humano
en necesidad del mismo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0056] FIG 1. Secuencia de nucledtido (SEQ ID NO: 2} y amino acido
(SEQ ID NO: 1) de la region Vy del B-Ly1 murino.

[0057} FIG 2. Secuencia de nucleétido (SEQ ID NO: 4) y amino acido
(SEQ ID NO: 3) de la region V_ del B-Ly1 murino.

[0058] FIG 3. Enlace de Rituximab (0) y ch-B_Lyl (A) a CD20 sobre
células de linfoma B Raji.

[0059] FIG 4. Deplecion de célula B por Rituximab® (O} y ch-B_Lyl (A)
en sangre entera de las tres clases diferentes del genotipo FcyRIlla-158V/F:

(A) sangre entera de un donor F/F, homocigético para el receptor de afinidad
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inferior; (B) sangre entera de un donor F/V, heterocigético para el receptor
de afinidad; y (C) sangre entera de un donor VAV, homocigdtico para el
receptor de afinidad superior.

[0060] FIG 5. Secuencia de nucledtido (SEQ ID NO: 11) y amino &acido

(SEQ ID NO: 13) de la cadena pesada de un anticuerpo anti-CD20
quimérico.

[0061] FIG 6. Secuencia de nucleétido (SEQ ID NO: 12} y amino acido
(SEQ ID NO: 14) de la cadena ligera de un anticuerpo anti-CD20 quimérico.

[0062] FIG 7. Secuencias de nucledtido y amino acido de CDRs del
anticuerpo B-Ly1 murino. (A) CDRs predichos para la region V4. (B) CDRs
predichos para la regién V.

[0063] FIG 8. Perfil MALDI-TOF de un anticuerpo B-Ly1 quimérico
glicodisefiado. (A) Tabla que detalla los porcentajes de picos especificos; (B)
Espectro para B-Ly1 quimérico glicodisefiado; (C) Espectro para el B-Ly1
quimérico glicodisefado tratado con Endo-H.

[0064] FIG 9. Enlace de diferentes anticuerpos anti-CD20
humanizados a células B Raji. Las diferencias entre el constructo B-HH2 y
los constructos B-HL8 y B-HL11 estan localizadas en las regiones de marco
1y 2 con los tres CDRs idénticos. B-HL8 y B-HL11 tienen sus secuencias
FR1 y FR2 derivadas de la clase VH3 humana, mientras que el marco de B-
HH2 completo es derivado de VH1 humano. B-HL.11 es un derivado de B-
HL8 con la mutacion simple GlulGIn, siendo GIn el residuo de amino acido
en el constructo B-HH2. Esto significa que el intercambio Glul GIn no altera
la afinidad de enlace o intensidad. Las otras diferencias entre B-HH2 y B-
HL8 son residuos 14 FR, de los cuales uno o mas influenciaran el

comportamiento de enlace a antigeno de este anticuerpo.

[0065] FIG 10. Enlace del anticuerpo anti-CD20 BHL4-KV1
humanizado en células objetivo Raji. El constructo B-HL4 se deriva del
anticuerpo B-HH2 reemplazando el FR1 de B-HH2 con el de la secuencia
VH1_45 de linea germinal humana. Este constructo muestra capacidad de

enlace a antigeno disminuida en gran medida, a pesar de tener diferentes
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amino acidos en solamente tres posiciones dentro de FR1. Estos residuos
estan localizados en las posiciones 2, 14, y 30 de acuerdo con la
numeracion Kabat. De estos, la posicion 30 parece ser la posicién mas
influyente, porque es parte de la definicién Chothia de CDR1.

[00686] FIG 11. Comparacién del comportamiento de enlace entre B-
HH1, B-HH2, B-HH3, y el anticuerpo B-Ly1 parental. Los datos muestran que
todas las Abs exhiben un valor EC50 simiiar, pero el constructo B-HH1 se
enlaza con una intensidad/estequimetria inferior que las variantes B-HH2 y
B-HH3. B-HH1 puede ser distinguido de B-HH2 y B-HH3 por sus regicnes
CDR1 y CDR2 parcialmente humanas (definicidon Kabat), asi como el
polimorfismo Ala/Thr en la posicién 28 (numeracidén Kabat). Esto indica que
cualquier 28, el CDR1 completo, y/o el CDR2 completo es importante para |a
interaccion del anticuerpo/antigeno.

[0067] FIG 12. La comparacién de B-HL1, B-HH1, y el anticuerpo B-
Ly1 parental. Los datos mostraron ausencia de cualquier antividad de enlace
en el constructo B-HL1, y cerca de la mitad de la intensidad/estequimetria de
enlace de B-HH1 comparada con B-Ly1. Ambos B-HL1, asi como B-HH1,
estan disefiados con base en marcos de aceptor derivados de la clase
humana VH1. Entre otras diferencias, la posiciéon 71 (numeracién Kabat) del
constructo B-HL1 es una diferencia notoria, indicando su importancia

putativa para el enlace de antigeno.

[0068] FIG 13. Andlisis fluorocitométrico de la capacidad del
anticuerpo anti-CD20 a su antigeno. Los datos mostraron que los
constructos B-HL2 y B-HL3 no muestran actividad de enlace de CD-20.

[0069] FIG 14. Apdptosis de anticuerpos anti-CD20 en células MCL Z-
138.
(0070] FIG 15. Apédptosis por anticuerpos anti-CD20. Detalles del

ensayo. 5 x 105 celulas/agujero fueron sembradas en placas de 24 agujeros
(G x 105 células/ml) en medio de cultivo. 10 mg del respectivo Ab, PBS para
control negativo o Camptotecina 5mM (CPT) control positivo, se agregaron a
los agujeros. Las muestras fueron incubadas o/n (16 h), tefiidas con AnnV-

FITC y analizadas mediante FACS. El ensayo se realizé en triplicados. (*):



25

Sefal para PBS solo sustraido (PBS solo produjo 8% y 2% AnnV+ para
células PR-1 y Z-138 respectivamente). Anticuerpos usados aqui: C2B8
(quimérico, no glicodisefiado); BHH2-KV1 (humanizado, no glicodisefiado).
Nota: este ensayo no involucra ninguna célula efectora adicional, solo

objetivos mas anticuerpo o controles.

[0071] FIG 16. Muerte de células objetivo por anticuerpos anti-CD20
con celulas efectoras inmunes. Detalles del ensayo. deplecién de células B
en incubacién durante la noche de sangre entera normal y analisis para
CD19+/CD3+ mediante FACS. ADCC usando PBMCs como efectores,
incubacién de 4 h, relacion efector.objetivo de 25:1, muerte de objetivo
medida por retencién de calceina con relacion a lisis de detergente (100%) y
a lisis sin Ab (0%). Anticuerpos usados: C2B8 (forma quimérica, no
glicodisefiada); BHH2-KVI-wt (forma humanizada, no glicodisefiada de

BHH2-KV1);, BHH2-KV1-GE (forma humanizada, glicodisefada de BHH2-
KV1).

[0072] FIG 17. Perfl de MALDITOF-MS de oligosacaridos Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 anti-humano B-Ly11 humanizado
BHH2-KV1 IgG1 no modificado, no glicodisefiado.

[0073] FIG 18. Perfl de MALDI/TOF-MS de oligosacaridos Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 anti-humano B-lyl 1gG1
humanizado g1 BHH2-KV1. El glicodisefio se hizo mediante la co-expresion
en células huésped de genes de anticuerpo y enzimas que codifican gen con

actividad catalitica de p-1,4-N- acetilglucosaminiltransferasa il (GnT-IIl).

[0074] FIG 19. Perfil de MALDI/TOF-MS de oligosacaridos de Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 anti-humano de B-ly1 |hG g2
humanizado BHH2-KVI glicodisefado. El glicodisefio se hizo mediante la co-
expresion en células huésped de genes de anticuerpo y enzima que codifica
genes con actividad catalitica de p-1,4-N- acetilglucosaminiltransferasa 1l

(GnT-111) y que codifica enzima con actividad catalitica Golgi a-manosidasa
Il
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[0075] FIG 20. Enlace de anticuerpos no glicodisefiados vy
glicodisefiados hal receptor FcgamaRlila humano mostrado en la superficie
de células CHO-CD16 recombinantes.

[0076] FIG 21. Apéptosis de anticuerpos anti-CD20 de Fc¢ no disefiada
o Fc disefiada sobre células MCL Z-138. Detalles del ensayo: 5 x 105
cells/agujero fueron sembradas en placas de 24 agujeros (5 x105 cells/ml)
en medio del cultivo. 10 mg del Ab respectivo, PBS para el control negativo
se agregaron a los agujeros. Las muestras fueron incubadas o/n (16 h),
tefiidas con AnnV-FITC y analizadas mediante FACS. En ensayo se hizo en
triplicados. Abs usado: C2B8 = rituximab (forma quimérica, no glicodisefiada,
igual que la forma comercial); BHH2-KV1 (humanizado, no disefiado — ver
Figura 6 para el perfii de glicosilaciéon); BHH2-KV1 gl (humanizado,
glicodisefiado — ver Fig. 7 para el perfil de glicosilacion); BHH2-KV1 g2
(humanizado, glicodisefiado — ver Fig 8 para el perfil de glicosilacién). Nota:
Este ensayo no involucra ninguna célula efectora adicional, solo objetivos

mas anticuerpo o controles. (*): Sefial para PBS solo sustraido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0077] lLos términos usados son los generalmente usados la técnica, a
menos que se definan de otra forma.

[0078] Como se usa aqui, el término anticuerpo pretende incluir
moléculas de anticuerpo enteras, incluyendo anticuerpos monoclonales,
policlonales y multiespecificos (e.g., biespecificos), asi como fragmentos de
anticuerpo que tienen la Regién Fc y retienen especificidad de enlace, y
proteinas de fusién que incluyen una region equivalente a 1a Regién Fc de
una inmunoglobulina y que retienen especificidad de enlace. También se

abarcan anticuerpos humanizados, primatizados y quiméricos.

[0079] Como se usa aqui, el término Regién Fc se refiere a la region
terminal C de una cadena pesada de IgG. Aunque los limites de la Regién

Fc de una cadena pesada de |gG pueden variar ligeramente, la Regién Fc
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de cadena pesada de IgG humano esta definida para estirarse desde el

residuoc de amino acido en la posicién Cys226 al terminal carboxilo.

[0080] Como se usa aqui, el término regién equivalente a la Regién Fc
de una inmunoglobulina pretende incluir variantes alélicas de la Regién Fc
que se encuentran naturalmente de una inmunoglobulina asi como variantes
que alteraciones que producen sustituciones, adiciones o eliminaciones pero
que no disminuyen sustancialmente la habilidad de la inmunoglobulina para
mediar las funciones efectoras (tales como citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo). Por gjemplo, uno o mas amino acidos pueden ser borrados
del terminal N o el terminal C de la Regién Fc de una inmunoglobulinasin
perdida sustancial de funcién bioldgica. Tales variantes se pueden
seleccionar de acuerdo con reglas generales conocidas en la técnica con el
fin de tener el efecto minimo sobre la actividad. (Ver, e.g., Bowie, J. U. et al.,
Science 247: 1306-10 (1990).

[0081] Como se usa aqui, el término molécula que se enlaza a
antigeno se refiere en su sentido mas amplio a una molécula que se enlaza
especificamente a un determinante antigénico. Mas especificamente, una
molécula que se enlaza a CD20 es una molécula que se enlaza
especificamente a una fosfoproteina no glicosilada de superficie celular de
35,000 Daltons, tipicamente designada como antigeno Bp35 de
diferenciacion restringida de linfocito B humano, referida cominmente como
CD20. "Se enlaza especificamente” significa que el enlace es selectivo para
el antigeno y puede ser discriminado de interacciones no deseadas o no
especificas.

[0082] Como se usa aqui, los términos fusién y quimérico, cuando se
usan en referencia a polipéptidos tales como ABMs se refiere a polipéptidos
que comprenden secuencias de amino acido derivadas de dos o mas
polipéptidos heterdlogos, tales como porciones de anticuerpos de especies
diferentes. Para ABMs quiméricas, por ejemplo, los componentes de enlace
a no antigeno se pueden derivar de una amplia variedad de especies,
incluyendo primates tales como chimpancés y humanos. La regién constante
de la ABM quimérica es lo mas preferiblemente sustanciaimente idéntica a la
regién constante de un anticuerpo humano natural; fa regién variable del

anticuerpo quimérico es lo mas preferiblemente sustancialmente idéntica a la
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de un anticuerpo antiCD-20 recombinante que tiene la secuencia de amino
acido de la region variable de B-Ly1 murino. Los anticuerpos humanizados

son una forma particularmente preferida de anticuerpo de fusidn o quimérico.

[(0083] Como se usa aqui, un polipéptido que tiene “actividad GnTIif"
se refiere a polipéptidos que son capaces de catalizar la adicién de un
residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) en la unién B-1-4 a la manosida
enlazada por p del nicleo de trimanosil de oligosacaridos enlazados por N.
Esto incluye polipeptidos de fusion que muestran actividad enzimatica similar
a, pero no necesariamente idéntica a una actividad de {B(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill, también conocida como B-1,4-manosil-
glicoproteina 4-beta-N-acetilglucosaminil-transferasa (EC 2.4.1.144), de
acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de
Bioguimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), medido en un. ensayo
biolégico particular, con o sin dependencia a la dosis. En el casoc en que
existe dependiencia a la dosis, no necesita ser idéntica a la de GnTlII, pero
que es sustancialmente similar a la dependencia de dosis en una actividad
dada comparada con la GnTIl (i. e., e! polipéptido candidato exhibira mayor
actividad o no mas de 25 veces menos y, preferiblemente, no mas de
aproximadamente 10 veces menos actividad, y mas preferiblemente, no mas

de aproximadamente tres veces menos actividad con relacién a la GnTIIl.)

[0084] Como se usa aqui, el término variante (0 analogo) se refiere a
un polipéptido que difiera de un polipéptido citado especificamente de la
invencion por inserciones, eliminaciones y sustituciones de amino acido
creadas usando, e.g., técnicas de ADN recombinante. Las variantes de las
ABMs de la presente invencion incluyen moléculas que se enlazan a
antigeno quiméricas, primatizadas o humanizadas en donde uno o varios de
los residuos de amino acido estan modificados por sustitucién, adicion y/o
eliminacion de forma gue no afectan sustancialmente la afinidad de enlace a
antigeno (e. g., CD20). Guia para determinar que residuos de amino acido
pueden ser reemplazados, adicionados o eliminados sin abolir las
actividades de interés, se puede encontrar comparando la secuencia del
polipéptido particular con la de péptidos homélogos y minimizando e nimero

de cambios de secuencia de amino acido hechos en las regiones de alta
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homologia (regiones conservadas) o reemplazando amino &cidos con
secuencia de concenso.

[0085] Alternativamente, las variantes de recombinante que codifican
estos polipeptidos iguales o similares se pueden sinterizar o seleccionar
haciendo uso de la "redundancia" en el cédigo genético. Se pueden
introducir varias sustituciones de codon, tales como los cambios silenciosos
que producen varios sitios de restriccidn, para optimizar la clonacion en un
vector de plasmido o viral o la expresion en un sistema procariético o
eucariético particular., Las mutaciones en la secuencia de polinucledtido se
pueden reflejar en el polipéptido 60 dominios de otros péptidos adicionados al
polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido,
para cambiar caracteristicas tales como afinidades de enlace a ligando,

afinidades intercadena, o velocidad de degradacién/recambio.

(00886] Preferiblemente, las "sustituciones" de amino acido son el
resultado de reemplazar un amino acid con otro amino acido que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas similares, i.e., reemplazos de amino
acido conservadores. Las sustituciones de amino acido "conservadoras” se
pueden hacer con base en la similitud de polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, yfo la naturaleza anfipatica de los residuos
involucrados. Por ejemplo, amino acidos no polares (hidrofébicos) incluyen
alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenylalanina, triptofan, vy
metionina; amino acidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina,
cisteina, tirosina, asparagina, y glutamina;, amino 4cidos cargados
positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina, e histidina; y amino acidos
cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico.
Las "inserciones" o "eliminaciones" estan preferiblemente en el rango de
aproximadamente 1 a 20 amino &cidos, mas preferiblemente 1 a 10 amino
acidos. La variacion permitida puede determinarse experimentalemente
haciendo inserciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos
sistematicamente en una molécula de polipéptido usando tgecnicas de ADN

recombinante y ensayando las variantes recombinantes resultantes para
actividad.

[0087] Como se usa aqui, el término humanizado se usa para referirse

a una molécula que se enlaza a antigeno derivada de una molécula que se
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enlaza a antigeno no humana, por ejemplo, un anticuerpo murino, que
retiene o retiene sustancialmente las propiedades de enlace a antigeno de la
molecula base pero que es menos inmunogénica en humanos. Esto puede
lograrse por varics métodos que incluyen (a) injertar los dominios variables
no humanos enteros en las regiones constantes humanas para generar
anticuerpos quiméricos, (b) injertar solo los CDRs no humanos en marco
humano y regiones constantes con o sin retencion de residuos de marco
criticos (e.g., aquellos que son importantes para retener buena afinidad de
enlace a antigeno o funciones de anticuerpo), o (c) traspiantar los dominios
variables no humanos enteros, pero "encubriendolos” con una seccidn tipo
humana mediante el reemplazo de residuos de superficie. Tales métodos
estan revelados en Jones et al., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 81:
6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv. Immunol, 44. 65-92(1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun.,
28: 489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun., 31 (3). 169-217 (1994), todos
los cuales estdn incorporados aqui para referencia en su totalidad.
Generalmente hay 3 regiones determinantes de complementariedad, o
CDRs, (CDR1, CDR2 y CDR3) en cada uno de los dominios variables de
cadena pesada y ligera de un anticuerpo, que estan flanqueados por cuatro
subregiones de marco (i.e., FR1, FR2, FR3, y FR4) en cada uno de los
dominios variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo: FR1-CDR1-
FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Una discusion de anticuerpos humanizados se
puede encontrar, infer alia, en la Patente U.S. No. 6,632,927, y en la

Solicitud publicada U.S. No. 2003/0175269, ambas incorporadas aqui para
referencia en su totalidad.

[0088] lgualmente, como se usa aqui, el término primatizado se usa
para referirse a una molécula que se enlaza a antigeno derivada de una
molecula que se enlaza a antigeno de no primate, por ejemplo, un
anticuerpo murino, que retiene o retiene sustancialmente las propiedades de

enlace a antigeno de la molécula base, perc que es menos inmuno’genica
en primates.

[0089] En el caso en que hay dos o mas definiciones de un término
que se usa y/o es aceptado en la técnica, la definicién del tgermino como se
usa aqui pretende incluir todos aquellos significados a menos que se declare

especificamente lo contrario. Un ejemplo especifico es el uso del término
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"regién determinante de complementariedad" ("CDR") para describir los
sitios de combinacién de antigeno no continuos encontrados dentro de la
region variable de los polipéptidos de cadena pesada y ligera. Esta region
particular ha sido descrita por Kabat et al., Dep. U.S. de Salud y Servicios
Humanos, "Sequences of Proteins of Immunological Interest” (1983) y por
Chothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987), que estan incorporadas aqui
para referencia, en donde las definiciones inciuyen sobreposiciones o
subconjuntos de residuos de amino acidos cuando son comparados entre si.
Sin embargo, la aplicacién de cualquier definicion para referirse a una CDR
de un anticuerpo o variantes de los mismos pretende estar dentro del
alcance del término como de ha definido y usado aqui. Los residuos de
amino acido apropiados que abarcan las CDRs definidas por cada una de
las referencias citadas anteriormente estan establecidas en la Tabla | como
una comparacion. Los numeros de residuo exactos que abarcan una CDR
particular variaran dependiendo de la secuencia y tamano de la CDR. Los
expertos en la técnica pueden rutinariamente determinar que residuos
comprenden una CDR particular dada |la secuencia de amino acido de regién
variable del anticuerpo.

TABLA 1. Definiciones de CDR!

Kabat Chothia AbM
Vu CDRA1 31-35 26-32 26-35
Vy CDR2 50-65 52-58 50-58
Vi CDR3 95-102 95-102 95-102
VL CDR1 24-34 26-32
V. CDR2 50-56 50-52
VL CDR3 89-97 91-96

1 La numeracidén de todas las definiciones de CDR en la Tabla 1 es de
acuerdo- con las convenciones de numeracion establecidas por Rabat et al.
(ver mas adelante)

[0090] Kabat et al. también definié un sistema de numeracién para
secuencias de dominio variable que es aplicable a cualquier anticuerpo.
Aque! de conocimiento comUn en la técnica puede asignar sin ambiguedad

este sistema de “numeracién Rabat” a cualquier secuencia de dominio
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variable, sin basarce en cualquier dato experimental mas alld de la
secuencia misma. Como se usa aqui, "numeracion Kabat' se refiere al
sistema de numeracion establecido en Kabat et al, Departamento
Americano de Salud y Servicios Humanos, "Secuencia de proteinas de
interés inmunolégico” (1983). A menos que se especifique de otra forma, las
referencias a la numeracion de posiciones de residuo de amino acido
especificos en una ABM estan de acuerdo con el sistema de numeracion
Kabat. Las secuencias del listado de secuencias (i.e., SEQ ID NO: 1 a SEQ

ID NO: 78) no estan enumerada de acuerdo al sistema de enumeracion
Kabat.

[0091] Por un acide nucleico o polinucledtido que tiene una secuencia
de nucleétido al menos, por ejemplo 95% “idéntica” a una secuencia de
nucledtido de referencia de la presente intencion, se pretende que la
secuencia de nucleétido del polinucledtido es idéntica a la secuencia de
referencia excepto que la secuencia de polinucleédtido puede incluir hasta
cinco mutaciones de punto por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucledtido. En otras palabras, para obtener un polinucledtido que tiene una
secuencia de nucledtido ai menos 95% idéntica a uma secuencia de
nucledtido de referencia, hasta 5% de los nucledtidos en la secuencia de
referencia pueden ser eliminados o sustituidos con otro nucledtido, o un
numero de nucledtidos hasta 5% de los nucledtidos totales en la secuencia
de referencia pueden ser insertados en la secuencia de referencia. La
secuencia de pregunta puede ser la secuencia entera mostrada en cualquier
figura de FIG. 24 o FIG. 25.

[0092] Como una materia practica, si una molécula de acido nucléico
particular o polipéptido es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a una secuencia de nucleétido o secuencia de polipéptido de la
presente invencion puede determinarse convencionalmente usando
programas de computadora conocidos. Un método preferido para
determinar la mejor coincidencia global entre una secuencia de pregunta
(una secuencia de la presente invencién) y una secuencia sujeto, también
referido como un alineamiento de secuencia global, se puede determinar
usando el programa de computadora FASTDB basado en el algoritmo de
Brutlag et al., Comp. App. Biosci. 6: 237-245 (1990). En una alineacion de

secuencia [as secuencias de pregunta y sujeto son ambas secuencias de
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AND. Una secuencia de RNA puede ser comparada conviertiendo las U's a
T's. El resultado de dicha alineacién de secuencia global esta en porcentaje
de identidad. Los parametros preferidos usados en una alineacion FASTDB
de secuencias de ADN para calcular el porcentaje de identidad son:
Matriz=Unitaria, k-tuple=4, Penalidad de no coincidencia = 1, Penalidad de
Uniédn =30, Longitud del gurpo de aleatorizacion =0, Puntaje de corte = 1,
Penalidad de brecha = 5, Penalidad de Tamario de brecha 0.05, Tamano de

ventana = 500 o la longitud de la secuencia de nucleédtido sujeto, la que sea
mas corta.

[0093] Si la secuencia sujeto es mas corta que la secuencia de
pregunta por las eliminaciones 5' 0 3', no por eliminaciones internas, se debe
hacer una correcciéon manual a los resultados. Esto es porque el programa
FASTDB nmo cuenta par alas truncaciones 5' y 3' de la secuencia sujeto
cuando se calcula el porcentaje de identidad. Para las secuencias sujetos
truncadas en los extremos 5' 0 3', con relacion a la secuencia de pregunta, el
porcentaje de identidad es corregido calculando el numero de bases de la
secuencia de pregunta que son 5' y 3' de la secuencia sujeto, que no
coinciden/estan alineadas, como un porcentaje de las bases totales de la
secuencia de pregunta. Si un nucleétido coincide/esta alineado se determina
mediante los resultados de la alineacién de secuencia FASTDB. Este
porcentaje es entonces sustraido del porcentaje de identidad, calculado por
el programa FASTDB anterior usando los parametros especificados, para
llegar a un puntaje de porcentaje de identidad final. Este puntaje corregido
es el que se usa para los propésitos de la presente invencion. Solamente
las bases fuera de las bases 5 y 3' de la secuencia sujeto, como se
muestran en la alineacién FASTDB, que no coinciden/estan alineadas con la
secuencia de pregunta, son calculadas para los propésitos de ajustar
manualmente el puntaje de porcentaje de identidad.

[0094] Por gjemplo, una secuencia sujeto de 90 bases es alineada a
una secuencia de pregunta de 100 bases para determinar el porcentaje de
identidad. Las elliminaciénes ocurren en el extreme 5' de la secuencia sujeto
y por lo tanto, la alineacién FASTDB no muestra una coincidencia/alineacién
de las primeras 10 bases en el extremo 5. Las 10 bases no emparejadas
representan el 10% de la secuencia (nimero de bases en los extremos 5' y

3' que no coinciden/nimero total de bases en la secuencia de pregunta) de
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forma que el 10% es sustraido del puntaje de porcentaje de identidad
calculado por el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes estuvieran
coincidieran perfectamente, el porcentaje de identidad final seria 90%. En
otro ejemplo, una secuencia sujeto de 90 bases es comparada con una
secuencia de pregunta de 100 bases. Esta vez las eliminaciones son
eliminacicnes internas de forma que no hay bases en 5'c 3' de la secuencia
sujeto que no coinciden/estan alineadas con la de pregunta. En este caso el
porcentaje de identidad calculado por FASTDB no se corrige manualmente.
De nuevo, solamente las bases 5' y 3' de la secuencia sujeto que no
coinciden/estan alineadas con la secuencia quiery se corrigen manualmente
corregidas. No se hace ninguna otra correccidon manual para los propositos

de la presente invencion.

[0095] Por un polipéptido que tiene una secuencia de amino acido al
menos, por ejemplo, 95% "idéntica" a una secuencia de amino acido de
pregunta de la presente invencidn, se pretende que la secuencia de amino
acido del polipéptido sujeto sea ideéntica a la secuencia de pregunta excepto
que la secuencia de polipéptido sujeto puede incluir hasta cinco alteraciones
de amino acido por cada 100 amino acidos de la secuencia de amino acido
de pregunta. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tenga una
secuencia de amino acido al menos 95% idéntica a una secuencia de amino
acido de pregunta, hasta 5% de los residuos de amino acido en la secuencia
sujeto puede ser insertada, eliminada, o sustituida con otro amino Acido.
Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden ocurrir en las
posiciones del terminal amino o carboxi de la secuencia de amino acido de
referencia 0 en cualquier parte entre aquelias posiciones terminales,
intercaladas ya sea individualmente entre residuos en la secuencia de

referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia.

[0096] Como una material practica, si cualguier polipéptido particular
es al menas 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntico a un
polipéptido de referencia, se puede determinar convencionalmente usando
programas de computadora conocidos. Un método preferido para determiner
la major coincidencia entre una secuencia de pregunta (una secuencia de la
presente invencion) y una secuencia sujeto, también referido como una

alineacién de secuencia global, se puede determinaer usando el programa
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de computadora FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al., Comp.
App. Biosci. 6: 237-245 (1990). En una alineacién de secuencia, las
secuencias de pregunta y sujeto son ambas secuencias de nucledtido o
ambas secuencias de amino acido. El resultado de dicha alineacion de
secuencia global esta en porcentaje de identidad. Los parametros preferidos
usados en una alineacién FASTDB de amino acido son: Matriz=PAM 0, k-
tuple=2, Penalidad de no coincidencia = 1, Penalidad de Unidn = 20,
Longitud de Grupo de aleatorizacion =0, Puntaje de corte = 1, Tamafio de
ventana = longitud de secuencia, Penalidad de brecha = 5, Penalidad de
tamafio de brecha = 0.05, Tamafno de Ventana =500 o la longitud de la

secuencia de amino acido sujeto, la que sea mas corta.

[(0097] Si la secuencia sujeto es mas corta que la secuencia de
pregunta debido a las eliminaciones del terminal N- o C-, no debidas a
eliminaciones internas, se debe hacer una correccidn manual a los
resultados. Esto se debe a que el programa FASTDB no tiene en cuenta las
truncaciones de terminal de N- y C- de la secuencia sujeto cuando se calcula
el porcentaje de identidad global. Para las secuencias sujeto truncadas en
los terminales N- y C-, con relacion a la secuencia de pregunta, el porcentaje
de identidad es corregido calculando el nimero de residuos de la secuencia
de pregunta que son terminal N- y C- de la secuencia sujeto, que no
coinciden/estan alineadas con un residuo sujeto correspondiente, como un
porcentaje de las bases totales de la secuencia de pregunta. Si un residuo
coincide/esta alineado se determina por los resultados de la alineacion de
secuencia FASTDB. Este porcentaje es entonces sustraido del porcentaje de
identidad, calculado por el programa FASTDB anterior usando los
parametros especificados, para legar a un puntaje de porcentaje de
identidad final. Este puntaje de porcentaje de identidad final es el que se usa
para los propdsitos de |a presente invencidn. Solamente los residuos en los
terminales N- C- de la secuencia sujeto, qeue no coinciden/estan alineados
con la secuencia de pregunta, son consideradas para los propositos de
ajustar manualmente el puntaje de porcentaje de identidad. Esto es,
solamente las posiciones de residuo de pregunta fuera de los residuos mas
lejados de los terminales N- y C-de la secuencia sujeto.

(0098] Por ejemplo, una secuencia sujeto de residuo de amino acido

90 esta alineada con una secuencia de pregunta de residuo 100 para
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determinar el porcentaje de identidad. La eliminacién ocurre en el terminal N-
de la secuencia sujeto y por lo tanto, la alineacién FASTDB no muestra una
coincidencia/alineacion de los primeros 10 residucs en el terminal N-. Los
10 residuos no emparejados representan el 10% de la secuencia (nimero de
residuos en los terminales N- y C- no emparejados/nimero total de residuos
en la secuencia de pregunta) de forma que 10% es sustraido del puntaje de
porcentaje de identidad calculado por el programa FASTDB. Si los 90
residuos restantes coincidieron perfectamente, el porcentajde de identidad
final seria 80%. En otro ejemplo, una secuencia sujeto de 90 residuos es
comparada con una secuencia de pregunta de 100 residuos. Esta vez las
eliminaciones son eliminaciones internas de forma que no hay residuos en
los terminales N- o C- de la secuencia sujeto con no coinciden/estan
alineados con la de pregunta. En este caso el porcentaje de identidad
calculado por FASTDB no se corrige manualmente. Una vez mas, solamente
las posiciones de residuo fuera de los extremos de terminals N- y C- de la
secuencia sujeto, como se muestra en la alineacion FASTDB, que no
coinciden/estan alineados con la secuencia de pregunta se corrigen
manualmente. No se hace niguna otra correcccion manual para los
propositos de la invencion.

[0099] Como se usa aqui, un acido nucleico que "se hibridiza bajo
condiciones severas" a una secuencia de acido nucleico de fa invencién, se
refiere a un polinucledtido que se hibridiza en una incubacién durante la
noche a 42 °C en una solucion que comprende 50% de formamida, 5xSSC
(NaCl 750 mM, citrato de sodio 75 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7.6), 5x
solucién de Denhardt, 10% de sulfato de dextran, y 20ug/ml de ADN de
esperma de salmon cortado, desnarutalizado, seguido por lavado de los
filtros en 0.1x SSC a aproximadamente 65 °C.

(0100] Como se usa aqui, el término dominio de localizacion Golgi se
refiere a la secuencia de amin oacido de un polipéptido residente en Golgi
que es resonsable de anclar el polipéptido en la ubicacion dentro del
complejo Golgi. Generalmente, los dominios de localizacion comprenden

“colas” terminales de amino de una enzima.

[0101] Como se usa aqui, el término funcién efectora se refiere a

aquellas actividades biolégicas que son atribuibles a la Regidon Fc (una
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Regién Fc se secuencia nativa 0 una Region Fc variante de secuencia de
amino acido) de un anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, afinidad de enlace de receptor Fc,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis celular
dependiente de anticuerpo (ADCP), secrecion de citocina, captacion de
antigeno mediada por el complejo inmune por células que presentan
antigeno, regulaciéon descendente de recetores de superficie celular, etc.

[0102] Como se usa aqui, el término disefar, disefiado, que disefa y
disefio de glicosilaciéon se considera que incluyen cualquier manipulacion del
patron de glicosilacién de un polipéptido que se encuentra naturalmente o
recombinante o fragmento del mismo. El disefio de glicosilacion incluye
disefio metabdlico de la maquinaria de glicosilacion de una célula,
incluyendo manipulaciones genéticas de las rutas de sintesis de
oligosacarido para alcanzar glicosilacién alterada de glicoproteinas
expresadas en células. Adicionalmente, el disefio de glicosilacion incluye los

efectos de las mutaciones y el ambiente cellular a la glicosilacion.

[0103] Como se usa aqui, el término célula huésped cubre cualquier
caso de sistema cellular que puede ser disefiada para generar los
polipéptidos y las moléculas que se enlazan a antigeno de la presente
invencion. En una realizacién, la célula huésped es disefiada para permitir la
produccién de una molécula que se enlaza a antigeno con glicoformas
modificadas. En una realizacién preferida, la molécula que se enlaza a
antigeno es un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o proteina de fusion. En
clertas realizaciones, las células huésped han sido manipuladas
adicionalmente para expresar niveles aumentados de uno o mas
polipéptidos que tienen actividad GnTIIl. Las células huésped incluyen
células cultivadas, e.g., células cultivadas mamiferas, tales como células
CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO,
celulas de mieloma de ratdn P3X683, células PER, células PER.C6 o células
de hibridoma, células de levadura, células de insecto, y células de planta,
por nombrar solemante unas pocas, pero también células comprendidas
dentro de un animal transgénico, planta transgénica o planta cultivada o
tejido de animal.
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[0104] Como se usa aqui, el término citofoxicidad celiular mediada por
Fc incluye citotoxicidad celular dependiente de anticuerpoy citotoxicidad
celular mediada por una proteina de fusion de Fc soluble que contiene una
region Fc humana. Es un mecanismo immune que conduce a la lisis de

"células marcadas por anticuerpo” por "células efectoras inmunes humanas",
en donde:

[0105] Las células efectoras inmunes humanas son una poblacion de
leucocitos que muestran receptors Fc sobre su superficie a través de Ia cual
se enlazan a la regién Fc¢ de anticuerpos o de proteinas de fusion de Fc y
realizan funciones efectoras. Tal poblacion puede incluir, pero sin limitarse
a, células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y/o células asesinas
naturales {(NK).

[01086] Las células marcadas por anticuerpo son células enlazadas por
los anticuerpos o proteinas de fusion Fc. Los anticuerpos o proteinas de
fusion Fc se enlazan a células objetivo mediante el terminal N- de la parte de
proteina a la Regién Fc.

[0107] Como se usa aqui, el término citotoxicidad cellular mediada por
Fc aumentada se define como ya sea un aumento del nimero de “células
marcadas por anticuerpo” que son lisadas en un tiempo dado, a una
concentracion dada de anticuerpo, o de proteina de fusion Fc, en el medio
que circunda las células marcadas, mediante el mecanismo de citotoxicidad
celular mediado por Fc¢ definido anteriormente, yfo una reduccion de la
concentracion de anticuerpo, o de proteina de fusién F¢, en el medio que
circunda las células objetivo, requerido para alcanzar la lisis de un nimero
dado de "células marcadas por anticuerpo”, en un tiempo dado, mediante el
mecanismo de citotoxicidad celular mediado por Fc. El aumento de la
citotoxicidad cellular mediada por Fc es relative a la citotoxicidad cellular
mediada por el mismo anticuerpo, o proteina de fusion Fc, producida por el
mismo tipo de células huésped, usando los mismos métodos de produccién,
purificacion, formulacién y almacenamiento estandar, que son conocidos por
los expertos en la técnica, pero que no han sido producidos por células
huésped disefiadas para expresar la glicosiltransferasa GnTIll mediante los
metodos descritos aqui.
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[0108] Anticuerpo que tiene citotoxicidad cellular dependiente de
anticuerpo aumentada (ADCC) se refiere a un anticuerpo, como el término
definido aqui, que tiene ADCC aumentada determinada por cualquier
- meétodo adecuado conocido por los expertos en la técnica. Un ensayo de
ADCC in vitro aceptado es el siguiente:

1) El ensayo usa células objetivo que con conocidas por expresar el
antigeno objetivo reconocido por la regién que se enlaza a antigeno del
anticuerpo;

2) el ensayo usa células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs), aisladas de sangre de un donor saludable escogido
aleatoriamente, como células efectoras:

3) el ensayo se realiza de acuerdo con el siguiente protocolo:

)] las PBMCs son aisladas usando procedimientos de
centrifugacién de densidad estandar y son suspendidas a 5 x 10°
células/ml en medio de cultivo de célula RPMI,

i) las células objetivo son cultivadas mediante métodos de cultivo
de tejido estandares, recolectadas de la fase de crecimiento
exponencial con una viabilidad mayor de 90%, lavadas en medio de
cultivo de célula RPMI, marcadas con 100 micro-Curies de °'Cr,
lavadas dos veces con medio de cultivo de célula, y resuspendidas en

medio de cultivo de céluia a una densidad de 10° células/ml;

iii) 100 microlitros de la suspensién de célula objetivo final anterior,
son transferidos a cada agujero de una placa microtituladora de 96-
agujeros,

iv} el anticuerpo se diluye serialmente de 4000 ng/m! a 0.04 ng/ml
en medio de cultivo de célula y 50 microlitros de las soluciones de
anticuerpo resultante son agregadas a las células objetivo en la placa
microtituladora de 96-agujeros, ensayadas en triplicado varias
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concentraciones de anticuerpo que cubren el rango total de

concentracion anterior;

V) para los controles de liberacién maxima (MR), 3 agujeros
adicionales en la placa que contiene las células objetivo marcadas,
reciben 50 microlitros de una solucion acuosa al 2% (VA) de
detergente no idnico (Nonidet, Sigma, St. Louis), en lugar de Ia
solucién de anticuerpo (punto iv anterior);

vi) para los controles de liberacion espontanea (SR), 3 agujeros
adicionales en la placa que contiene las células objetivo marcadas,
reciben 50 microlitros de medio de cultive de célula RPMI en lugar de

la solucién de anticuerpo (punto iv anterior);

vi) la placa microtituladora de 96 agujeros es entonces
centrifugada a 50 x g por 1 minuto e incubada por 1 hora a 4 °C;

viii) 50 microlitros de la suspension de PBMC (punto i anterior) se
agregan a cada agujero para producer un efector: relacién de celula
objetivo de of 25:1 y las placas son colocadas en un incubador bajo
atmosfera al 5% de CO, a 37 °C por 4 horas;

ix) el sobrenadante libre de célula de cada agujero es recolectado
y la radiactividad liberada experimentalmente (ER) es cuantificada

usando un contador gama;

X) el porcentaje de lisis especifica se calcula para cada
concentracion de anticuerpo de acuerdo con la formula (ER-MRY/
(MR-SR) x 100, en donde ER es la radiactividad promedio
cuantificada (ver punto ix anterior) para esa concentracion de
anticuerpo, MR es el promedio de radiactividad cuantificada (ver punto
ix anterior) para los controles de MR {ver punto v anterior), y SR es la
radiactividad primedio cuantificada (ver punto ix anterior) para los

controles de SR {ver punto vi anterior);

4) "ADCC aumentada” se define como ya sea un aumento del porcentaje
maximo de lisis especifica observada dentro del rango de concentracién de
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anticuerpo probado anteriormente, y/o una reduccién de concentracién de
anticuerpo requerida para alcanzar la mitad del porcentaje maximo de lisis
especifica observada dentro del rango de concentracién de anticuerpo
probado anteriormente. El aumento de ADCC es relative a la ADCC, medida
con el ensayo anterior, mediado por el mismo anticuerpo, producido por el
mismo tipo de células huésped, usando los mismos métodos de produccion,
purificacion, formulacién y almacenamiento estandar, que son conocidos por
los expertos en la técnica, pero que no han sido producidos por células

huésped disefiadas para sobreexpresar GnTlIII.

[0109] En un aspecto, la presente invencién se relaciona con
moléculas que se enlazan a antigeno que tienen la especificidad de enlace
del anticuerpo B-Ly1 murino, y al descrubrimiento que sus funciones
efectoras pueden ser mejoradas mediante glicosilacion alterada. En una
realizacién, la molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo
quimérico. En una realizacion preferida, la invencion esta dirigida a un
anticuerpo quimérico, o un fragmento del mismo, que comprende las CDRs
mostradas en la Figura 7. Especificamente, en una realizacién preferida, la
invencion esta dirigida a un polinucledtido aislado que comprende: (a) una
secuencia seleccionada de un grupo que consiste de; SEQ ID NO.: 5, SEQ
ID NO.. 6 y SEQ ID NO.: 7. (CDRsVu.1); ¥ (b) una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de: SEQ ID NO.: 21, SEQ ID NO.: 22 y SEQ ID NO.:
23. (CDRs Vy.0); y SEQ ID NO: 24, En otra realizacion preferida, la invencion
esta dirigida a un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ
ID NO.: 9 y SEQ ID NO.: 10. (CDRs V\). En una realizacién, cualquiera de

estos polinucleétidos codifican un polipéptido de fusion.

[0110] En ofra realizacién, la molécula que se enlaza a antigeno
comprende el dominio Vy del anticuerpo B-Ly1 murino mostrado en la Figura
1, o una variante del mismo; y un polipéptido de no murina. En ofra
realizacion preferida, la invencion esta dirigida a una molécula que se enlaza
a antigeno que comprende el dominio V_ del anticuerpo B-Ly1 murino

mostrado en la Figura 2, o una variante del mismo; y un polipéptido de no
murina. |

(0111] En otro aspecto, la invencién esta dirigida a una molécula que

se enlaza a antigeno que comprende una o mas CDRs truncadas de BLy-1.



42

Tales CDRs truncadas contendran, como minimo, los residuos de amino
acido determinantes de especificidad para la CDR dada. Por "residuo
determinante de especificidad” se entiende aquellos residucs que estan
directamente involucrados en la interaccion con el antigeno. En general, solo
aproximadamente un quinto a un tercio de los residuos en una CDR dada
participan en el enlace al antigenc. Los residuos determinantes de
especificidad en una CDR particular pueden ser identificados mediante, por
ejemplo, computacion de contactos interatdmicos de modelamiento
tridimensional y determinacion de la variabilidad de secuencia en una
posicién de residuo dada de acuerdo con los métodos descritos en Padlan et
al, FASEB J. 9 (1). 133-139 (1995}, cuyos contenidos estan incorporados

aqui para referencia en su totalidad.

[0112] En consecuencia, la invencién también esta dirigida a un
polinucleétido aislado que comprende al menos una regidén determinante de
complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o una variante o forma
truncada del mismo, que contiene al menos los residuos determinantes de
especificidad para dicha region determinante de complementariedad, en
donde dicho polinucledtido aislado codifica un polipéptido de fusion.
Preferiblemente, tales polinucleétidos aislados codifican un polipéptido de
fusién que es una molécula que se enlaza a antigeno. En una realizacion, el
polinucledtido comprende tres regiones determinantes de
complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o formas variantes o
truncadas del mismo, que contienen al menos los residuos determinantes de
especificidad para cada una de dichas regiones determinantes de
complementariedad. En otra realizacion, el polinucleétido codifica la region
variable entera de la cadena ligera o pesada de un anticuerpo quimérico (e.
g., humanizado). La invencion se dirige ademas a los polipéptidos

codificados por tales polinucleétidos.

[0113} En otra realizacion, la invencion esta dirigida a una molécula
que combina antigeno, que comprende al menos una regiéon determinante
de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o una forma variante o
truncada del mismo, que contiene al menos los residuos determinantes de
especificidad para dicha regién determinante de complementariedad, y que
comprenden una secuencia derivada de un polipéptido heterélogo. En una

realizacién, la molécula que se enlaza a antigeno comprende tres regiones
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determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 murino, o formas
variantes o truncadas del mismo que contienen al menos los residuos
determinantes de especificidad para cada una de las tres regiones
determinantes de complementariedad. En otro aspecto, la molécula que se
enlaza a antigeno comprende la regién variable de una cadena ligera o
pesada de anticuerpo. En una realizacion particularmente Gtil, la molécula
que se enlaza a antigeno es un anticuerpo quimerico, e.g., humanizado. La
invencion también esta dirigida a métodos para preparar tales moléculas que
se enlazan a antigeno, y al uso de las mismas en el tratamiento de

enfermedad, incluyendo linfomas de célula B.

[0114] Es conocido que varios mecanismos estan involucrados en la
eficacia terapéutica de los anticuerpos anti-CD20, incluyendo la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC), y la induccion de detencidon del crecimiento o
apdptosis. Por ejemplo, la mayoria de evidencia experimental indica que el
rituximab opera mediante mecanismos efectores convencionales medidor
por ensayos CDC y ADCC. Igualmente, se ha mostrado que la resistencia de
diferentes células de linfoma al rituximab in vivo es una funcion de su
sensibilidad a CDC in vitro. En contraste, el modo de accién in vivo de otro
anticuerpo que ha sido aprobado para uso terapéutico, B1, no requiere
actividad de célula de complemento ni asesina natural (NK). En su lugar, la

eficacia de B1 in vivo se debe a su habilidad para inducir apoptosis potente.

[0115] En general, los anticuerpos monoclonales anti-CD20 caen en
dos categories distintas basadas en su mecanismo de accion para erradicar
las células de linfoma. Los anticuerpos anti-CD20 Tipo | utilizan
principalmente compliemento para asesinar células objetivo, mientras que los
anticuerpos Tipo Il operan mediante mecanismos diferentes, principaimente
apéptosis. El Rituximab y 1F5 son ejemplos de anticuerpos anti-CD20 Tipo |,
mientras que B1 es un ejemplo de un anticuerpo Tipo Il. Ver, e.g., Cragg, M.
S. ¥y Glennie, M. J., Blood 103 (7). 2738-2743 (Abril 2004); Teeling, J. L. et
al., Blood 104 (6). 1793-1800 (Septiembre 2004), cuyos contenidos totales
estan incorporados aqui para referencia.

(0116] La presente invencidn es la primera instancia conocida en |a
cual un anticuerpo anti-CD20 Tipo !l ha sido disefiado para tener funciones
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efectoras aumentadas tales como ADCC, mientras que retiene la habilidad
de apdptosis potente. En consecuencia, la presente invencion esta dirigida a
un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l disefiado, que tiene ADCC aumentada como
resultado de dicho disefio y sin pérdida de habilidad sustancial para inducir
apoptosis. En una realizacion, los anticuerpos anti-CD20 Tipo il han sido
disefiados para tener un patrdn alterado de glicosilacion en la Regién Fe. En
una realizacidn particular, la glicosilacién alterada comprende un nivel
aumentado de residuos complejos bisecados en la Regién Fc. En otra
realizacién particutar, la glicosilacion alterada comprende un nivel reducido
de residuos de fucosa en la Regién Fc. Ver Pub. De Sol. De Pat. U.S. No.
2004 0093621 a Shitara et al., cuyos contenidos totales estan incorporados
aqui para referencia. En otra realizacion, los anticuerpos anti-CD20 Tipo |l
han sido sometidos a disefio de polipéptido como se ensefia en la Pat. U.S.
No. 6,737,056 a Presta o Pub. De Sol. De Pat. U.S. No. 2004 0185045
(Macrogenics) o Pub. Sol. Pat. U.S. No. 2004 0132101 (Xencor), cuyos
contenidos totales estan incorporados aqui para referencia. La invencion se
dirige ademas a métodos para preparar tales anticuerpos disefiados Tipo Il y
- a los métodos para usar tales anticuerpos en el tratamiento de varios

trastornos de célula B, incluyendo linfomas de célula B.

[0117] Los anticuerpos quiméricos de ratén/humano han sido
descritos. Ver, por ejemplo, Morrison, S. L. et al., PNAS 1. 6851-6854
(Noviembre 1984); Publicacién de Patente Europea No. 173494, Boulianna,
G. L, at al,, Nature 312: 642 (Diciembre 1984); Neubeiger, M. S. et al,
Nature 314: 268 (Marzo 1985); Publicacion de Patente Europea No. 125023,
Tan et al., J. Immunol. 135: 8564 (Noviembre 1985); Sun, L. K et al.,
Hybridoma 5 (1): 517 (1986); Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066- 1074
(1986). Ver generalmente, Muron, Nafture 312. 597 (Diciembre 1984);
Dickson, Genetic Engineering News 5 (3) (Marzo 1985); Marx, Science 229:
455 (Agosto 1985); y Morrison, Science 229: 1202-1207 (Septiembre 1985).
Robinson et al., en el Nimero de Publicacion PCT W(0/88104936 describe
un anticuerpo quimérico con una region constante humana y region variable
murino, que tiene especificidad a un epitope de CD20; la porcion murino del
anticuerpo quimérico de las referencias Robinson se deriva del anticuerpo
monoclonal de ratén 2H7 (gama 2b, kapa). Mientras que la referencia nota
que el anticuerpo quimérico descrito es un “Candidato de copiado” para el

tratamiento de trastornos de célula B, esta declaracién puede ser vista como
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no mas que una sugerencia para los expertos en la técnica para determinar
si esta sugerencia es precisa o no para este anticuerpo particular,
particularmente porque la referencia carece de cualquier dato para soportar
una asercion de efectividad terapéutica, y en forma importante, datos usando

mamiferos de orden superior tales como primates o humanos.

[0118] Las metodologias para generar anticuerpos quiméricos estan
disponibles a los expertos en la técnica. Por ejemplo, las cadenas ligera y
pesada se pueden expresar separadamente, usando, por ejemplo, cadena
ligera de inmunoglobulina y cadenas pesadas de inmunoglobulina en
plasmidos separados, o en un solo vector (e.g. , policistrénico). Estas
pueden ser entonces purificadas y ensambladas in vitro en anticuerpos
completos; las metodologias para realizar talensamble han sido descritas.
Ver, por ejemplo, Scharff, M., Harvey Lectures 69:. 125 (1974). Los
parametros de reaccion in vitro para la formacidén de anticuerpos IgG de
cadenas ligera y pesada aisladas reducidas también han sido descritos. Ver,
por ejemplo, Sears et al., Biochem. 16 (9): 2016-25 (1977).

[0119] En una realizacién particularmente preferida, la ABM quimérica
de la presente invencion es un anticuerpo humanizado. Los métodos para
humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las ABMs humanizadas de la presente invencion se pueden
preparar de acuerdo con los métodos de la Pat. U.S. No. 5,225,539 a Winter,
Pat. U.S. No. 6,180,370 a Queen et af., o Pat. U.S. No. 6,632,927 a Adair et
al, cuyos contenidos enteros estan incorporados aqui para referencia.
Preferiblemente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de
amino acido introducidos en este de una fuente que no es humana. Estos
residuos de amino acido no humanos son referidos usualmente como
residuos "importados", que son tomados tipicamente de un dominio variable
"importado”. La humanizacién puede realizarse esencialmente siguiende el
método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522- 525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327(1988); Verhoeyen et al.,
Science, 239: 1534-1536(1988)), sustituyendo secuencias de region
hipervariables para las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. En consecuencia, tales anticuerpos "humanizados" son
anticuerpos quiméricos (Pat. U.S. No. 4,816, 567) en donde sustancialmente

menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la
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secuencia cofrrespondiente de una especie no humana. En la practica, los
anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los
cuales algunos residuos de regidén hipervariable y posiblemente algunos
residuos FR son sustituidos por residuos de sitios analogos en anticuerpos
de roedor. Los anticuerpos anti-CD20 humanos sujetos comprenderan
regiones constantes de inmunoglobulina humana.

[0120] La eleccidén de dominios variables humanos, ligeros y pesados,
a ser usados en la preparacion de anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el [lamado método
de “mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de
roedor es seleccionada contra la libreria entera de secuencias de dominio
variable humanas conocidas. La secuencia humana que es la mas cercana a
la del roedor es entonces aceptada como la region de marco humana (FR)
para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993),
Chothia et al., J Mol. Biol.,196: 901 (1987)). Otro método para seleccionar la
secuencia de marco humana es comparer la secuencia de cada subregion
individual del marco de roedor total (i.e., FR1, FR2, FR3, y FR4) o alguna
combinacidn de las subregiones individuales (e.g., FR1 y FR2) contra una
libreria conocida de secuencia de region variable humana que corresponde a
esa subregion de marco (e.g., determinada por la numeracién Kabat), y
escorger la secuencia humana para cada subregién o combinacién que es la
mas cercana a la del roedor (Leung Publicacién de Solicitud de Patente No.
2003/0040606%1, publicada en 27 de Febrero de 2003). Otro método usa
una regidn de marco particular derivada de la secuencia de concenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligera
0 pesada. El mismo marco se puede usar para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:4285
(1992)); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

[0121] Es ademas importante que los anticuerpos sean humanizados
con retencion de alta afinidad para el antigeno y otras propiedades
biolégicas favorables. Para alcanzar esta meta, de acuerdo con un método
preferido, los anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de
analisis de secuencias parental y diferentes productos humanizados
conceptuales usnado modelos tridimensionales de las secuencias parental y

humanizada. Los moldeos de inmunoglobulina tridimensionales estan
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comunmente disponibles y son familiares a los expertos en la técnica. Estan
disponibles programas de computadora que ilustran y muestran estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de
inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de esas
representaciones permite el analisis de el papel probable de los residuos en
el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, i.e., el
analisis de residuos que influencia la habilidad de la inmunoglobulina
candidata para enlazarse a su antigeno. De esta forma, los residuos FR
pueden ser seleccionados y combinados a partir de secuencias de recipiente
e importadas de forma que se logra la caracteristica de anticuerpo deseada,
tal como afinidad aumentada para antigeno(s) marcado(s). En general, los
residuos de regidn hipervariable estan directamente y mas sustancialmente

involucrados en la incfluencia de enlace de antigeno.

[0122] En otra realizacidn, las moléculas que se enlazan a antigeno de
la presente invencién son disefiadas para tener afinidad de enlace mejorada
de acuerdo con, por ejemplo, los métodos revelados en Pub. Sol. Pat. U.S.
No. 2004/0132066 a Balint et al, cuyos contenidos enteros estan

incorporados aqui para referencia.

[0123] En una realizacion, la molécula que se enlaza a antigeno de la
presente invencion estd conjugada a una mitad adicional, tal como un
radiomarcador o una toxina. Tales ABMs conugadas se pueden producir

mediante métodos numerosos que son bien conocidos en la técnica.

[0124] Una variedad de radionuclidos son aplicables a la la presente
invencién y los expertos en Ia técnica estan acreditados con la habilidad de

determinar facilmente cual radionuclido es el mas apropiado bajo una

¥yodo es un radionuclido usado

131
I

variedad de circunstancias. Por ejemplio,
para inmunoterapia marcada. Sin embargo, la utilidad clinica del "~ 'yodo
puede estar limitada por varios factores que incluyen: vida media fisica de
ocho dias; deshalogenacién de anticuerpo yodinado tanto en la sangre y en
los sitios de tumor; y caracteristicas de emisiéon (eg, componente gama
grande) que puede ser suboptimo para la deposicion localizada de dosis en
tumor. Con la llegada de agentes quelantes superiores, la oportunidad de
adherir grupos quelantes metdlicos a las proteinas ha aumentado las

oportunidades de utilizar otros radiontclidos tales como ''indio y *itrio. El
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“tirio provee varios beneficions para utilizacién en aplicaciones
radioinmunoterapéuticas: la vida media de 64 horas del %ltrio es lo
suficientemente larga para permitir la acumulacién de anticuerpo por el
tumos y, contrario al, ?'Yodo, el *®ltrio es un emisor beta puro de alta
energia sin irradiacion gama acompafante en su decaida, con un rango en
tejido de 100 a 1000 diametros de célula. Adicionalmente, la cantidad
minima de radiacion penetrante permite la administracién a un paciente
externo de anticuerpos marcados con *Ultrio. Adicionalmente, la
internalizacién de anticuerpo marcado no se requiere para {a muerte de
células, y la emision local de radiacion de ionizacion debe ser letal para

celulas de tumor adyacentes que carecen de antigeno marcado.

[0125] Las dosis de tratamiento simple efectivas (i.e., cantidades
terapéuticamente efectivas) de anticuerpos anti-CD20 marcados con *ltrio
varian de entre aproximadamente 5 y aproximadamente 75 mCi, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 mCi. Las
dosis de ablacién diferente de médula de tratamiento simple efectivo de
anticuerpos  anti-CD20 marcados con  'Yodo varia de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 70 mCi, mas preferiblemente entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 40 mCi. Las dosis ablativa de
tratamiento simple efectivo (ie, puede requerir transplante de médula espinal
autélogo) de anticuerpos anti-CD20 marcados con "*'Yodo varia de entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 600 mCi, mas preferiblemente
entre aproximadamente 50 y menos de aproximadamente 500 mCi. En
conjuncién con un anticuerpo anti-CD20 quimérico, que perienece a
anticuerpos murino vis-a-vis de vida media mas larga, las dosis ablativas
diferentes de médula de tratamiento simple efectivo de anticuerpos anti-
CD20 quiméricos marcados con *'Yodo varia de entre aproximadamente 5
y aproximadamente 40mCi, mas preferiblemente menos de
aproximadamente 30 mCi. Los criterior de representacion para, e.g., la

etiqueta de "''Indio, son tipicamente de menos de aproximadamente 5 mCi.

[0126] Con respecto a los anticuerpos anti-CD20 radiomarcados,
también puede ocurrir terapia con estos usando un tratamiento de terapia
simple o usnado tratamientos multiples. Debido al componente radionclido,
se prefiere que antes del tratamiento, las células de tallo periféricas ("PSC")

0 médula espinal ("BM"}) sean ‘“recolectadas" para pacientes que
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experimentan toxicidad de médula espinal de hueso potencialmente fatal
producida por la radiacién. BM y/o PSC son recolectadas usando técnicas
estandar, y luego purgadas y congeladas para posible reinfusion.
Adicionalmente, es lo mas preferido que antes del tratamiento se conduzca
un estudio de dosimetria de diagnéstico usando un anticuerpo marcado de
diagnostico (eg, usando "indio") en el paciente, cuyo propdsito es asegurar
que el anticuerpo marcado terapéuticamente (e,g, usando g"Itrio) no se

volvera innecesariamente "concentrado” en ningun érgano o tejido normal.

[0127] En una realizacion preferida, la presente invencion esta dirigida
a un polinuclestido aislado que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de amino acido como se muestra en la
Tabla 3 siguiente. La invencidén se dirige ademas a un acido nucleidco
aislado que comprende una secuencia al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de nucledtido mostrada en la
Tabla 2 siguiente. En otra realizacién, la invencion esta dirigida a un acido
nucleico aislade que comprende una secuencia que condifica un polipéptido
que tiene una secuencia de amino acido al menos 80%, 85%, 80%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de amino acido en la Tabla
3. La invencién también abarca un acido nucleico aislado que comprende
una secuencia que condifica un polipéptido que tiene la secuencia de amino
acido de cualquiera de los constructos de la Tabla 3 con sustituciones de

amino acido conservadoras.

: TABLA 2
CONSTRUCTO SECUENCIA DE NUECLEOTIDO SEC ID No
B-HH1 CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA 29

AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACACCTTCAG
CTATTCTTGGATGAGCTGGGTGCGGCAGG

CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGA
CGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA

CTACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCAC
AATTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG




20

GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

B-HH2

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACGCCTTCAG
CTATTCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
CCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTIGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
GCTCA

31

B-HH3

CAGGTGCAATIGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACGCCTTCAG
CTATICTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
CCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATCTGTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCAGCTAGCACC

33

B-HH4

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGAGCTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGTCTCCGGATACGCGTICAG
CTATTCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGL
CCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG

35




51

GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

B-HH5

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACGCGTTCAG
CTATTCTTGGATGAGCTGGGTGCGGCAGG
CGCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGA
CGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCAC
AATTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
JGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

37

B-HH6

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACGCCTTCAG
CTATTCTTGGATCAATTGGGTGCGGCAGGT
GCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTITACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

39

B-HH7

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA

AGTTAAGAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACGCCTTCAG
CTATTCTTGGATCTCGTGGGTGCGGCAGGC
GCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG

GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG

41
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GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

B-HH8

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGCGCCTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACACCTTCAC
ATACAGCTGGATGAACTGGGTGCGGCAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGA
CGGATCTTTCCCGGCGATCGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCAC
AATTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
JGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

43

B-HH9

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGCGCCTCAGTGAAGGT
CTCCTGCAAGGCTTCCGGATACACCTTCAG
CTATTCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
CCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

45

B-HL1

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCTTCCGGATACACCTTCA
CCTATTCTTGGATGCACTGGGTGCGGCAG
GCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGE
ACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCAC
AATGACACGGGACACGTCCACTTCCACCGT
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG

47
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GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

B-HL2

GAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGGCCACCGTGAAGA
TCTCCTGCAAGGTGTCCGGATACACCTTCA
CCTATTCTTGGATGCACTGGGTGCAGCAGG
CCCCTGGAAAGGGGCTCCAGTGGATGGGA
CGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACGCAGAGAAATTCCAAGGAAGAGTCAC
AATCACAGCCGACACGTCCACTGACACCGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAACCAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

49

B-HL3

GAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGA
AGTTAAGAAGCCTGGGGCCACCGTGAAGA
TCTCCTGCAAGGTGTCCGGATACACCTTCA
CCTATTCTTGGATGAACTGGGTGCAGCAGG
CCCCTGGAAAGGGGCTCGAGTGGATGGGA
CGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGAAGAGTCAC
AATCACAGCCGACACGTCCACTGACACCGC

CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAACCAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTITACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

51

B-HL4

CAGATGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAA
GTTAAGAAGACCGGGAGTTCAGTGAAGGTC

TCCTGCAAGGCTTCCGGATACACCTTCACC
JATTCTTGGATGAGCTGGGTGCGGCAGGC
CCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAC
GGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGACT
ACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCACAA
TTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCT
ATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAG
GACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAAT
GTICTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG

53
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GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
AGCTAGCACC

B-HLS8

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGG
CTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACATTTA
GCTATTCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAG
GCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGE
ACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCAC
AATTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTITACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

55

B-HL10

CGCGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTIGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCCCACTCCGAAGT
GCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCC
CTGCGGCTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTC
GCATTCAGCTATTCTTGGATGAACTGGGTG
CGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGCTGGGACGGATCTTTC
CCGGCGATGGGGATACTGACTACAATGGG
AAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTACCGCC
GACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGAT
GGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGA
ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAA
TTCTCGA

57

B-HL11

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGG
CTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGE
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACATTTA
GCTATTCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAG
GCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGG
ACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCAC

59
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AATTACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGC
CTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAA
TGTCTTTGATGGTTACTGGCTTGTTTACTGG
GGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
A

B-HL12

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCTCACTCCGAAGT
GCAGCTCGTGGAGTCTG
GAGCAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCC
CTGCGGCTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTC
ACATTTAGCTATTCTTGGATGAACTGGGTG
CGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTG
GGTGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGG
ATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGCA
GAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTA
GCACAGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTG
AGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCTT
GTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

61

B-HL13

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCTCACTCCGAAGT
GCAGCTCGTCGAGTCTGGAGGAGGCGTGE
TCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCE
TGCGCAGCCTCTGGATTCACATTTAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCC
TGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTC
CCGGCGATGGGGATACTGACTACAATGGG
AAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTACCGCC
GACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGAT
GGTTACTGGCTTGTTTACTGGGCGCCAGGGA
ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAA
TTCTCGA

63
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B-HL14

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCTCACTCCGAAGT
GCAGCTGGTCGAGTCCG
GAGGAGGCTTGAAGAAGCCTGGCGGGTCC
CTGCGGCTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTC

ACATTTAGCTATTCTTGGATGAACTGGGTG
CGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTG
GGTGGGACGGATCTTITCCCGGCGATGGGG
ATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGCA
GAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTA
GCACAGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTG
AGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCTT
GTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

65

B-HL15

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTIGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCCCACTCCGAAGT
GCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCTCTTCC
CTGCGGCTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTC

ACATTTAGCTATTCTTGGATGAACTGGGTG
CGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTG
GGTGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGEG
ATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGCA
GAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTA
GCACAGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTG
AGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCTT
GTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

67

B-HL16

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTICTTIGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCCCACTCCGAAGT
GCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTIGG
TCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGGTCAGE
TGCGCAGCCTCTGGATTCACATTTAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCC

69
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TGGAAA
GGGCCTCGAGTGCGTGGGACGGATCTTTC
CCGGCGATGGGCATACTGACTACAATGGG
AAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTACCGCC
GACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGAT
GGTTACTGGCTTCTTTACTCGGGCCAGGGA
ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAA
JTTCTCGA

B-HL17

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATG
GACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTG
GCAGCAGCCACAGGAGCCCACTCCGAAGT
GCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCC
CTGCGGCTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTC
ACATTTAGCTATTCTTGGATGAACTGGGTG
CGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTG
GGTGGGACGGATCTTITCCCGGCGATGGGG
ATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGCA
GAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTA
GCACAGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTG
AGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCTT
GITTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

71

Secuencia de

sefal de Vi

ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTG
GTGGCAGCAGCCACAGGAGCCCACTCC

73

B-KV1

GATATCGTGATGACCCAGACTCCACTCTCC
CTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCCGCCAG
CATTAGCTGCAGGTCTAGCAAGAGCCTCTT
GCACAGCAATGGCATCACTTATTTGTATTG
GTACCTGCAAAAGCCAGGGCAGTCTCCACA
GCTCCTGATTTATCAAATGTCCAACCTTIGTC
JCTGGCGTCCCTGACCGGTTCTCCGGATCC
GGGTCAGGCACTGATTTCACACTGAAAATC
AGCAGGGTGGAGGCTGAGGATGTTGGAGT
TTATTACTGCGCTCAGAATCTAGAACTTCCT
TACACCTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGA

75
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GATCAAACGTACGGTG

. Secuencia de
Sefial de V|

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCT
GGGCCTCCTGCTGCTCTGGTTCCCAGGTG
CCAGGTGT

77

TABLA 3

CONSTRUCTO

SECUENCIA DE AMINQACIDO

SEC ID No

B-HH1

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFS
YSWMSWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTL VTVSS

30

B-HH2

OVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYGQG TLVTVSS

B-HH3

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSVWMNWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDT
DYNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSE
DTAVYLCARNVFDGYWLVYWGQGTLVIVSS

B-HH4

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYAFS
YSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HHS

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWMSWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGOGTLVTVSS

B-HH6

QVALVAQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWINWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HH7

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWISWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HH8

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTY
SWMNWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
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VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HHS

QVQLVASGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFS
YSWMNWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGQG TLVTVSS

B-HL1

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTY

SWMHWVROAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDY
AQKFOGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL2

ELVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTYSW
MHWVQQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYAE

KFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVY
YCATNVEDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL3

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTY
SWMNWVQQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTRY
NGKFKGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTA
VYYCATNVFDGYWLVYWGQG TLVTVSS

B-HL4

QMQALVOSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFT
YSWMSWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT

AVYYCARNVFDGYWLVYWGQG TLVTVSS

B-HL8

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETFSY
SWMNWVRQAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDY

NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGOGT LVTVSS

B-HL10

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFAFSY
SWMNWVRQAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDY

NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGOGTL VTVSS

B-HL11

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSY
SWMNWVRQAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL12

EVOLVESGAGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSY
SWMNWVROAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL13

EVOLVESGGGVVKPGGSLRLSCAASGFTESY
SWMNWVROAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
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NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL14 EVQLVESGGGLKKPGGSLRLSCAASGFTFSY 66
SWMNWVRQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL15 EVQLVESGGGLVKPGSSLRLSCAASGFTFSY 68
SWMNWVRQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGOGTLVTVSS

B-HL18 EVQLVESGGGLVKPGGSLRVSCAASGFTFSY 70
SWMNWVRQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

B-HL17 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESY 72
SWMNWVRQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

Secuencia de | MDWTWRILFLVAAATGAHS 74
sefal de Vy
B-KV1 DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHS 76

NGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYOMSNLVSGV
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCA

ONLELPYTFGGGTKVEIKRTV
Secuencia de | MDMRVPAOLLGLLLLWFPGARC 78
sefial de V,
[0128] En otra realizacidn preferida, la presente invencién esta dirigida

a un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica un
polipeptido que tiene la secuencia de amino acido mostrada en la FIG.1 o
FIG. 2. La invencion esta dirigida ademas a un acido nucleico aislado que
comprende una secuencia al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
or 99% idéntica a la secuencia de nucledtido mostrada en la FIG. 5 o FIG. 6.
En otra realizacion, la invencion esta dirigida a un acido nucléico aislado que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminc acido al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% idéntica a la secuencia de amino 4cido de la FIG. 5 o FIG. 6. La

invencidn también abarca un acido nucleico que comprende una secuencia
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que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de amino acido de
cualquiera de la FIG. 1, FIG. 2, FIG. 5 o FIG. 6 con sustituciones de amino
acido conservadoras.

[0129] En otra realizacién, la presente invencion esta dirigida a un
vector de expresion y/o una célula huésped que comprende uno o mas

polinucleétidos aislados de la presente invencion.

[0130] Generalmente, se puede usar cualquier tipo de linea de célula
cultivada para expresar la ABM de la presente invencién. En una realizacién
preferida, se usan células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0,
células de mieloma YO, células de mieloma de raton P3X63, células PER,
células PER. C6 o células de hibridoma, otras células mamiferas, células de
levadura, células de insecto, o células de planta como la linea de célula

patrdn para generar las células huésped disefiadas de la invencion.

[0131] La eficacia terapéutica de las ABMs de la presente invencion se
puede mejorar produciéndolas en una célula huésped que expresa ademas
un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad GnTIIl. En
una realizacion preferida, el polipéptido que tiene actividad GnTIlll es un
polipéptido de fusion que comprende el dominio de localizacién Golgi de un
polipéptido residente en Golgi. En otra realizacion preferida, la expresion de
las ABMs de la presente invencion en una célula huésped que expresa un
polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad GnTIll produce
ABMs con afinidad de enlace a Fc aumentada y funcién efectora aumentada.
En consecuencia, en una realizacion, la presente.invencién esta dirigida a
una celula huésped que comprende (a) un Acido nucleico aislado que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene actividad
GnTIIE; y {(b) un polinucledtido aislado que codifica una ABM de la presente
invencion, tal como un anticuerpo quimérico, primatizado o humanizadoque
se enlaza a CD20 humano. En una realizacion preferida, el polipéptido que
tiene actividad GnTIIl es un polipéptido de fusion que comprende el dominio
catalitico de GnTIIl, y el dominio de localizacién Golgi es el dominio de
localizacién de manosidasa Il. Los métodos para generar tales polipéptidos
de fusion y usarlos para producir anticuerpos con funciones efectoras
aumentadas se revelan en la Sol. De Pat. Provisional U.S. No. 60/495,142,

cuyos contenidos totales estan expresamente incorporados aqui para
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referencia. En otra realizacion preferida, la ABM quimérica es un anticuerpo
quimérico o un fragmento del mismo, que tiene la especificidad de enlace del
anticuerpo B-LY1 murino. En una realizacion particularmente preferida, el
anticuerpo quimérico comprende un Fc humano. En otra realizacion

preferida, el anticuerpo es primatizado o humanizado.

[0132] En una realizacién, uno o varios polinucleétidos que codifican
una ABM de la presente invencion se pueden expresar bajo el control de un
promotor constitutivo o, alternativamente, de un sistema de expresién
regulado. Sistemas de expresion regulada adecuados incluyen, pero no se
limitan a, un sistema de expresién regulado por tetraciclina, un sistema de
expresion inducible por ecdisona, un sistema de expresion de interruptor lac,
un sistema de expresidn inducible por glucocorticoide, un sistema promotor
inducible por temperatura, y un sistema de expresion inducible por metal de
metalotioneina. Si varios acidos nucleicos diferentes que codifican una ABM
de la presente invencion estan comprendidos dentro de un sistema de célula
huésped, algunos de ellos pueden ser expresados bajo el control de un
promotor constitutivo, mientras que otros son expresados bajo el control de
un promotor regulado. El nivel maximo de expresién se considera ser el mas
alto posible de expresion de polipéptido estable que no tiene un efecto
adverso significativo sobre la velocidad de crecimiento de célula, y sera
determinado usando experimentacién de rutina. Los niveles de expresioén se
determinan mediante métodos generalmente conocidos en la técnica,
incluyendo andlisis de manchas al Occidente usando un anticuerpo
especifico para la ABM o un anticuerpo especifico para una etiqueta de
péptido fusionada a la ABM; y andlisis de manchas al Norte. En una
alternativa adicional, el polinucledtido puede estar operativamente unido a un
gen reportero; los niveles de expresién de una ABM quimérica que tiene
sustancialmente la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1
murino, se determinan mediante la medida de una sefial correlacionada con
el nivel de expresién del gen reportero. El gen reportero puede ser transcrito
junto con el(los) acidos nucleico(s) que codifican dicho polipéptido de fusion
como una molécula de RNA simple; sis secuencias de codificacion
respectivas pueden estar unidas ya sea mediante un sitio de entrada de
ribosoma interno (IRES) o mediante un mejorador de traslacion
independiente de capuchdn (CITE). El gen reportero puede ser trasladado

junto con al menos un &cido nucleico que codifica una ABM quimérica que
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tiene sustancialmente la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1
murino de forma que se forma una cadena de polipéptido simple. Los acidos
nucleicos que codifican las AMBs de la presente invencidon pueden estar
operativamente unidos al gen reportero bajo el control de un promotor
simple, de forma que el acido nucleico que codifica el polipéptido de fusién y
el gen reportero son transcritos a una molécula de RNA que es
alternativamente dividida en dos moléculas de RNA mensajeras (mMRNA);
una de las mRNAs resultantes es trasladada en dicha proteina reportera, y la
otra es trasladada a dicho polipéptido de fusion.

[0133] Se pueden usar los métodos que son bien conocidos por los
expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contienen la
secuencia de codificacion de una ABM que tiene sustancialmente la misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 murino junto con sefiales de
control transcripcionalftrasnacional apropiadas. Estos métodos incluyen
técnicas de AND recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion
in vivolrecombinacién genética. Ver, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis ef al., MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, Cold
Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989) y Ausubel ef al, CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates y
Wiley Interscience, N.Y (1989).

[(0134] Se puede utilizar una variedad de sistemas de vector de
expresion por huésped para expresar la secuencia de codificacién de las
ABMs de la presente invencion. Preferiblemente, las células mamiferas son
usadas como sistemas de célula huésped transfectadas con ADN de
plasmido recombinante o vectores de expresién de ADN cosmido que
contienen la secuencia de codificacion de la proteina de interés y la
secuencia de codificacidn del polipéptido de fusién. Lo mas preferido, células
CHO, células BHK, células NSQ, células SP2/0, células de mieloma YO,
células de mieloma P3X63 de ratén, células PER, células PER. C6 o células
de hibridoma, otras células mamiferas, células de levadura, células de
insecto, o células de planta se usan como sistema de celula huésped.
Algunos ejemplos de sistemas de expresion y métodos de seleccion estan
descritos en las siguientes referencias, y las referencias de alli: Borth ef al,,
Biotechnol. Bioen. 71 (4). 266-73 (2000-2001), en Werner et al,
Arzneimittelforschung/Drug Res. 48 (8). 870-80(1998), en Andersen y
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Krummen, Curr. Op. Biotechnol. 13: 117-123 (2002), en Chadd y Chamow,
Curr. Op. Biotechnol. 12. 188-194 (2001), y en Giddings, Curr. Op.
Biotechnol. 12: 450-454 (2001). En realizaciones alternas, se pueden
contemplar sistemas de célula huésped eucaribtica, incluyendo células de
levadura transformadas con vectores de expresion de levadura
recombinantes que contienen la secuencia de codificacion de una ABM de la
presente invencion; sistemas de célula de insecto infectadas con vectores de
expresion de virus recombinante (e. g. , baculovirus) que contienen la
secuencia de codificacion de una ABM quimérica que tiene sustancialmente
la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Lyt murino; sistemas de
célula de planta infectados con vectores de expresion de virus
recombinantes (e.g., virus de mosaico de coliflor,CaMV, virus de mosaico de
tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de plasmido
recombinantes (e.g., plasmido Ti) que contienen la secuencia de codificacion
de la ABM de la invencion; o sistemas de célula animal infectados con
vectores de expresién de virus recombinantes (e.g., adenovirus, virus de
vaccinia) gue incluyen lineas de células disefiadas para contener multiples
copias de ADN que codifican una ABM quimérica que tiene sustanciaimente
la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 murino ya sea
amplificado establemente (CHO/dhfr) o aplificado inestablemente en
cromosomas dobles diminutos (e.g., lineas de célula murino). En una
realizacion, el vector que comprende el(los) polinucleétido(s) que codifica(n)
la ABM de la invencién es policistrénico. También, en una realizacién la ABM
discutida anteriormente es un anticuerpo o un fragmento del mismo. En una

realizacion preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado.

[0135] Para los métodos de esta invencion, generalmente se prefiere
la expresidn estable a la expresidon transitoria porque tipicamente logra
resultados mas reproducibles y también es mas docil para produccién a gran
escala. En lugar de usar vectores de expresion que contienen origenes
virales de replicacion, las células huésped pueden ser transformadas con los
acidos nucleicos codificadores respectivos controlados por los elementos de
control de expresiéon apropiados (e.g., promotor, mejorador, secuencias,
terminadores de transcripcion, sitios de poliadenilacion, etc.), y un marcador
elegible. Siguiendo a la introduccion de AND extrafio, las células disefiadas
se pueden dejar crecer por 1-2 dias en un medio enriquecido, y luego son

cambiados a un medio selectivo. EI marcador elegible en el plasmido
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recombinante confirere resistencia a la seleccion y permite la seleccion de
células que tienen integrado establemente el plasmido en sus cromosomas y

crecen para formar focos que a su vez pueden ser clonados y expandidos en
lineas de célula.

[0136] Se puede usar un numero de sistemas de seleccidn,
incluyendo, perc sin limitarse a, la timidina quinasa del virus de herpes
simplex (Wigler et al, Cell 11. 223 (1977)), genes hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa (Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Scii USA
48: 2026 (1962)), y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy ef al., Cell 22: 817
(1980)), que se pueden emplear en células tk-, hgpt o aprt,
respectivamente. También, la resistencia de antimetabolito se puede usar
como la base de seleccién para genes dhfr, que confieren resistencia a
metotrexato (Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA 77: 3567 (1989); O'Hare ef
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527 (1981)); gpt, que confieren
resistencia al acido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78: 2072 (1981)); neo, que confieren resistencia al aminoglicosido G-
418 (Colberre-Garapin et al, J. Mol. Biol. 150. 1 (1981)); e higro, que
confieren resistencia a la higromicina (Santerre ef al, Gene 30: 147 (1984).
Recientemente, genes elegibles adicionales han sido descritos, a saber trpB,
que permite a las células usar indol en lugar de triptofan; hisD, que permite a
las células usar histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 8047(1988)); el sistema de glutamina sintasa; y ODC
(ornitina descarboxilasa) que confiere resistencia al inhibidor de ornitina
descarboxilasa, 2-(difluorometil}-DL-ornitina, DFMO (McConlogue, en:
Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory ed. (1987)).

[0137] La presente invencién esta dirigida ademas a un metodo para
modificar el perfil de glicosilacion dee las ABMs de la presente invencion que
son producidas por una célula huésped, que comprende la expresion en
dicha célula huésped de un acido nucleico que codifica una ABM de la
invencién y un acido nucleico que codifica un polipéptido con actividad
GnTII, o un vector que comprende tales acidos nucleicos. Preferiblemente,
el polipéptido modificado es 1gG o un fragmento del mismo que coprende la
Regién Fc. En una realizacién particularmente preferida, la ABM es un

anticuerpo humanizado ¢ un fragmento del mismo.
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[0138] Las ABMs modificadas porducidas por las células huésped de
la invencién exhiben afinidad de enlace al receptor Fc aumentada y/o funcion
efectora aumentada como resultado de la modificacion. En una realizacién
particularmente preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo que contiene la Regién Fc. Preferiblemente, la afinidad
aumentada de enlace al receptor Fc es enlace aumentado a un receptor que
activa Fcy, tal como el receptor FcyRllla receptor. La funcion efectora
aumentada es preferiblemente un aumento en uno o0 mas de las siguientes:
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpe aumentada, fagocitosis
celular dependiente de anticuerpo aumentada (ADCP), secrecion de citocina
aumentada, captacibn aumentada de antigeno mediada por compiejo
inmune por células que presentan antigeno, citotoxicidad celular mediada
por Fc aumentada, enlace aumentado a células NK, enlace aumentado a
macrofagos, enlace aumentado a células polimorfonucleares (PMNs}), enlace
aumentado a monocitos, entrecruzamiento aumentado de anticuerpos
enlazados a objetivo, sefializacién directa aumentada que induce apoptosis,
maduracién de ceélula dendritica aumentada, y copiado aumentado de célula
T.

[0139] La presente invencion tambien esta dirigida a un método para
producir una ABM de la presente invencién, que tiene oligosacaridos
modificados en una célula huésped que comprende (a) cultivar una célula
huésped disefiada para expresar al menos un acido nucleico que codifica un
polipeptido que tiene actividad GnTIlll bajo condiciones gque permiten la
produccion de una ABM de acuerdo con la presente invencién, en donde
dicho polipéptido que tiene actividad GnTIl! esta expresado en una cantidad
suficiente para modificar los oligosacaridos en la Region Fc de dicha ABM
producida por dicha célula huésped; y (b) aislar dicha ABM. En una
realizacion preferida, el polipéptido que tiene actividad GnTIIl es un
polipéptido de fusién que comprende el dominio catalitico de GnTll. En una
realizacion particularmente preferida, el polipéptido de fusién comprende
ademas el dominio de localizacidon Golgi de un polipéptido residente en
Golgi.

[0140] Preferiblemente, el dominio de localizacidon Golgi es el dominio
de localizacién de manosidasa Il o GnTI. Alternativamente, el dominio de
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localizacion Golgi se selecciona del grupo que consiste de: el dominio de
localizacién de manosidasa |, el dominio de localizacién de GnTll, y el
dominio de localizaciéon de fucosiltransferasa de nlcleo «1-6. Las ABMs
producidas por los métodos de la presente invencion tienen afinidad de
enlace al receptor Fc aumentada y/o funcidn efectora aumentada.
Preferiblemente, la funcion efectora aumentada es una o mas de las
siguientes: citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada (incluyendo
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo aumentada), fagocitosis
celular dependiente de anticuerpo aumentada (ADCP), secrecion de citocina
aumentada, captacion de antigeno mediado por complejo inmune
aumentada por células que presentan antigeno, enlace aumentado a células
NK, enlace aumentado a macrofagos, enlace aumentado a monocitos,
enlace aumentado a células polimorfonucleares, sefalizacion directa
aumentada que induce apoptosis, reticulacion aumentada de anticuerpos
enlazados a objetivo, maduracién de célula dendritica aumentada, o copiado
amentado de célula T. La afinidad de enlace al receptor F¢ aumentado es
preferiblemente enlace aumentado a los receptores que activan Fc tal como
FceyRllla. En una realizacién particularmente preferida, la ABM es un

anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo.

[0141] En otra realizacion, la presente invencion estad dirigida a una
ABM quimérica que tiene sustancialmente la misma especificidad de enlace
del anticuerpo B-Ly1 murino producidos mediante los métodos de la
invencién que tiene una proporcidon aumentada de oligosacaridos bisecados
en la Region Fc de dicho polipéptido. Se contempla que tal ABM abarque
anticuerpos y fragmentos de los mismos que comprenden la Region Fc. En
una realizacién preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado. En una
realizacién, el porcentaje de oligosacaridos bisecados en la Regién Fc de la
ABM es al menos 50%, mas preferiblemente, al menos 60%, al menos
70%, al menos 80%, o al menos 90%, y lo mas preferido al menos 90-95%
de los oligosacaridos totales. En ya otra realizacion, la ABM producida
mediante los métodos de 1a invencién tiene una proporcion aumentada de
oligosacaridos no fucosilados en la Region Fc como resultado de la
modificacidn de sus oligoéacéridos mediante los métodos de la presente
invencion. En una realizacion, el porcentaje de oligosacaridos no fucosilados
es al menos 50%, preferiblemente, al menos 60% a 70%, lo mas preferido al
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menos 75%. Los oligosacaridos no fucosilados pueden ser tipo hibrido o
complejo. En una realizacion particularmente preferida, la ABM producida
por las células huésped y los métodos de la invencién tiene una proporciéon
aumentada de oligosacaridos bisecados, no fucosilados en la Regién Fc. Los
oligosacaridos bisecados, no fucosilados pueden ser hibridos o complejos.
Especificamente, los métodos de la presente invencion se pueden usar para
produpir ABMs en las cuales al menos 15%, mas preferiblemente al menos
20%, mas preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al menos
30%, mas preferiblemente al menos 35% de los cligosacaridos en la Region
Fc de la ABM son bisecados, no fucosilados. Los métodos de la presente
invencion también se pueden usar para producir polipéptidos en los cuales al
menos 15%, mas preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al
menos 25%, mas preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente al
menos 35% de los oligosacaridos en la Regién Fc del polipéptido son
bisecados hibridos no fucosilados.

[0142] En ofra realizacion, la presente invencion esta dirigida a una
ABM quimérica que tiene sustancialmente la misma especificidad de enlace
al anticuerpo B-Ly1 murino disefiado para tener funcion efectora aumentada
y/o afinidad de enlace al receptor Fc aumentada, producida mediante los
métodos de la invencién. Preferiblemente, la funcién efectora aumentada es
una o mas de las siguientes: citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada
(incluyendo citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo aumentada),
fagocitosis celular dependiente de anticuerpo aumentada (ADCP), secrecion
de citocina aumentada, captacién de antigeno mediado por complejo inmune
aumentada por células que presentan antigeno, enlace aumentado a células
NK, enlace aumentado a macréfagos, enlace aumentado a monocitos,
enlace aumentado a células polimorfonucleares, sefalizacion directa
aumentada que induce apéptosis, reticulacion aumentada de anticuerpos
enlazados a objetivo, maduracién de célula dendritica aumentada, o copiado
amentado de célula T. En una realizacién preferida, la afinidad de enlace al
receptor Fc aumentada es enlace aumentado a un receptor que activa Fc, el
mas preferido, FeyRllla. En una realizacién, la ABM es un anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo que contiene la Regién Fc, o una proteina de fusién

gue incluye una regién equivalente a la Region Fc de una inmunoglobulina.
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En una realizacién particularmente preferida, la ABM es un anticuerpo

humanizado.

[0143] La presente invencion esta dirigida ademas a composiciones
farmacéuticas que comprenden las ABMs de la presente invencion y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0144] La presente invencién esta dirigida ademas al uso de tales
composiciones farmacéuticas en el método de tratamiento del cancer.
Especificamente, la presente invencion esta dirigida a un método para el
tratamiento del cancer, que comprende administrar una cantidad

terapéuticamente efectiva de la composicion farmacéutica de la invencion.

[0145] La presente invencidbn provee ademas métodos para la
generacion y uso de sistemas de célula huésped para la produccion de
glicoformas de las ABMs de la presente invencién, que tienen afinidad de
enlace el receptor Fc aumentada, preferiblemente enlace aumentado a los
receptores que activan Fc, y/o que tienen funciones efectoras aumentadas,
incluyendo citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. La metodologia
de glicodisefio que se puede usar con las ABMs de la presente invencién
han sido descritas en gran detalle en la Pat. U.S. No. 6,602,684 y la Solicitud
de Patente U.S. Provisinal No. 60/441,307 y WO 2004/065540, cuyos
contenidos totales de cada una estan incorporados aqui para referencia en
su totalidad. Las ABMs de la presente invencién pueden alternativamente
ser glicosidefadas para tener residuos de fucosa reducidos en la Region Fc
de acuerdo con las técnicas reveladas en EP 1 176 183 A1, cuyos

contenidos totales estan incorporados aqui para referencia.

Generacion de Lineas de Celula para la Produccion de Proteinas con
Patrén de Glicosilacion Alterado

[01486) La presente invencidon provee sistemas de expresién de celula
huésped para la generacién de las ABMs de la presente invencién, que
tienen patrones de glicosilacion modificados. En particular, la presente
invencion provee sistemas de célula huésped para la generacién de
glicoformas de las ABMs de la presente invencion que tienen un valor

terapéutico mejorado. Por lo tanto, la invencion provee sistemas de
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expresion de célula huésped seleccionados o disefiados para expresar un
polipéptido que tiene actividad GnTIll. En una realizacién, el polipéptido que
tiene actividad GnTIll es un polipéptido de fusion que comprende el dominio
de localizacion Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterélogo.
Especificamente, tales sistemas de expresion de célula huésped pueden ser
disenados para comprender una molécula de acido nucleico recombinante
que codifica un polipéptido que tiene GnTIl, operativamente unida a un
sistema promotor constitutivo o regulado.

[0147] En una realizacién especifica, |a presente invencidn provee una
célula huésped que ha sido disefada para expresar al menos un acido
nucleico que codifica un polipéptido de fusion que tiene actividad GnTlll, y
que comprende el dominio de localizacidn Golgi de un polipéptido residente
en Golgi heterélogo. En un aspecto, ia celula huésped es disefiada con una
molécula de acido nucleico gue comprende al menos un gen que codifica un
polipéptido de fusién que tiene actividad GnTlll y que comprende el dominio
de localizacion Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo.

[0148] Generalmente, se puede usar cualquier tipo de linea de célula
cultivada, incluyendo las lineas de célula discutidas anteriormente, como un
patron para disefar las lineas de céluia huésped de la presente invencion.
En una realizacion preferida, se usan células CHO, células BHK, células
NSQ, células SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma P3X63 de
raton, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, otras células
mamiferas, células de levadura, células de insecto, o células de planta,
como la linea de célula patron para generar las células huésped disenadas
de la invencion,

[0149] Se contempla que la invencion abarque cualquier célula
huésped disefiada que expresa un polipéptido que tiene actividad GnTIII,
incluyendo un polipéptido de fusidbn que comprende el dominio de

localizacion Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo como se
definié aqui.

[0150] Uno o varios acidos nucleicos que codifican un polipéptido que
tiene actividad GnTIll se pueden expresar bajo el control de un promotor

constitutivo o, alternativamente, un sistema de expresién regulado. Tales
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sistemas son bien conocidos en la técnica, e incluyen los sistemas discutidos
anteriormente. Si varios 4acidos nucleicos diferentes que codifican
polipéptidos de fusién que tienen actividad GnTIIl y que comprenden el
dominio de localizacion Golgi de un polipéptido residente en Golgi
heterdlogo, estdn comprendidos dentro de un sistema de célula huésped,
algunos de ellos pueden ser expresados bajo el control de un promotor
constitutivo, mientras que otros son expresados bajo el control de un
promotor regulado. Los niveles de expresion de los polipéptidos de fusién
que tienen actividad GnTlll son determinados mediante métodos
generalmente conocidos en la técnica, incluyendo analisis de manchado al
Occidente, andlisis de manchas al Norte, andlisis de expresién de gen
reportero o0 medida de actividad GnTIll. Alternativamente, se puede emplear
una lectina que se enlaza a productos biosintéticos de GnTlil, por ejemplo,
lectina E4-PHA. Alternativamente, se puede usar un ensayo funcional que
mide el enlace al receptor Fc aumentado o funcidn efectora aumentada
mediada por anticuerpos producidos por las células disefiadas con el acido
nucleico que codifican un polipéptido con actividad GnTIIl.

Identificacion de Transfectantes O Transformantes Que Expresan La

Proteina Que Tiene Un Patrén de Glicosilacion Modificado

[0151] Las células huésped que contienen la secuencia de
codificacién de una ABM quimérica que tienen sustancialmente fa misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 murino y que expresan los
productos de gen biolégicamente activos, pueden identificarse mediante al
menos cuatro criterios generales; (a) hibridizacion ADN-ADN o ADN-RNA;
(b) presencia o ausencia de funciones de gen "marcador”; (c) evaluacién de
el nivel de transcripcién tal como se mide mediante la expresién de los
respectivos transcriptos de mRNA en la célula huésped; y (d) deteccion del

producto de gen tal como se mide por medio de inmunoensayo o por su
actividad bioldgica.

[0152] En el primer criterio, la presencia de la secuencia de
codificacién de una ABM quimérica que tiene sustanciaimente la misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 murino y la secuencia de
codificacion del pelipéptido que tiene actividad GnTIIl puede detectarse por
medio de hibridizacion ADN-ADN o ADN-RNA utilizando pruebas que

comprenden secuencias de nucledtidos que son homéiogas a las secuencias
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de codificacion respectivas, respectivamente, o porciones o derivados de ias
mismas.

[0153] En el segundo criterio, la expresion recombinante del sistema
vector/huésped puede identificarse y seleccionarse con base en la presencia
o ausencia de ciertas funciones de gen "marcador” (e. g., actividad timidina
quinasa, resistencia a antibiéticos, resistencia a metotrexato, transformacion
de fenctipo, formacion de cuerpo de oclusidn en baculovirus, etc.). Por
ejemplo, si la secuencia de codificacion de la ABM de la invencidn, o un
fragmento de la misma, y la secuencia de codificacidn del polipéptido que
tiene actividad GnTIIl se insertan dentro de una secuencia de gen marcador
del vector, pueden identificarse los recombinantes que contienen la
secuencias de codificacion respectivas mediante la ausencia de la funcidn
del gen marcador. Alternativamente, un gen marcador puede colocarse en
tandem con las secuencias de codificacién bajo el control de promotor igual
diferente utilizado para controlar la expresion de las secuencias de
codificacion. La expresidon de! marcador en respuesta a la induccién o
seleccion indica la expresidn de la secuencia de codificacion de 1a ABM de la
invencion y la secuencia de codificacion del polipéptido que tiene actividad
GnTHI.

[0154] En el tercer criterio, la actividad transcripcional para la region
codificante de la ABM de la invencién, o un fragmento de la misma, y la
secuencia de codificacion del polipéptido que tiene actividad GnTIll puede
evaluarse por medio de ensayos de hibridizacion. Por ejemplo, puede
aislarse RNA y analizarse por medio de Northern blot (manchado hacia el
Norte) utilizando una prueba homobloga a las secuencias de codificacién de
la ABM de la invencién, o un fragmento de la misma, y la secuencia de
codificacidon del polipéptido que tiene actividad GnTlll o porciones
particulares del mismo. Alternativamente, pueden extraerse y ensayarse los

acidos nucleicos totales de la célula huésped para hibridizacion de tales
pruebas.

[0155] En el cuarto criterio, la expresién de los productos de la
proteina pueden evaluarse inmunolégicamente, por ejemplo mediante
Western blots (manchado hacia el Oeste), inmuncensayos tales como

radicinmuno-precipitacién, inmunoensayos unidos a enzima y similares. La
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prueba final del éxito del sistema de expresion, sin embargo, involucra la

deteccién de los productos de gen bioldgicamente activos.

Generacion 'Y Uso de las ABMs Que Tienen Funcién Efectora
Aumentada Incluyendo Citotoxicidad Celular Dependiente de
Anticuerpo

[0156] En realizaciones preferidas, la presente invencidén proporciona
glicomorfos de ABMs quiméricas que tienen sustancialmente la misma
especificidad de enlace dei anticuerpo B-Ly1 murino y que tienen funcién
efectora aumentada que incluye citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo. El disefio de glicosilacién de anticuerpos ha sido descrita
previamente. Ver, por ejemplo, la Patente U. S. No. 6,602,684, incorporada
aqui en su totalidad para referencia .

[0157] Recientemente los ensayos clinicos de anticuerpos
monoclonales no conjugados (mAbs) para el tratamiento de algunos tipos de
cancer han producido resultados alentadores. Dillman, Cancer Biother. &
Radiopharm. 12. 223-25 (1997); Deo et al, Inmunology Today 18:127
(1997). Se ha aprobado un IgG1 quimérico, no conjugado para el linfoma no
Hodgkin de células B de grado inferior o folicular, Dillman, Cancer Biother. &
Radiopharm. 12:223-25 (1997), mientras que otros mAb no conjugados,
unos tumores de seno soélidos objetivo humanizados de IgG1, también han
mostrado resultados promiscrios en ensayos clinicos de fase lll. Deo et al,
Inmunology Today 18127 (1997). Los antigenos de estos dos mAbs se
expresan altamente en sus respectivas celulas tumorales y los anticuerpos
median la destruccion potente del tumor por medio de células efectoras in
vitro e in vivo. En contraste, muchos otros mAbs no conjugados con finas
especificidades de tumor no pueden disparar funciones efectoras de
potencia suficiente para ser clinicamente Utiles. Frost et al., Cancer 80:317-
33 (1997); Surfus et al, J. Inmunother. 19:184-91 (1996). Actualmente se
esta probando terapia adjunta de citosina para algunos de estos mAbs mas
débiles. La adicién de citosinas puede estimular la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) por medio del incremente de la actividad
y numero de linfocitos circulantes. Frost et al., Cancer 80: 317-33 (1997);
Surfus et al.,J. Imrraunotlaer. 19: 184-91 (1996). La ADCC, un ataque litico

sobre céluias de anticuerpo objetivo, se dispara por el enlace de receptores
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de leucocitos a la regién constante (Fc) de los anticuerpos. Deo et al.,
Inmunology Today 18. 127 (1997).

[0158] Un criterio diferente, pero complementario, para incrementar la
actividad ADCC de IgG1s no conjugados es disefiar la region Fc de!
anticuerpo. Los estudios de disefio de proteina han mostrado que los FcyRs
interactiian con la regién eje inferior del dominio de IgG CH2. Lund et al., J.
Inmunol. 157 4963-69 (1996). Sin embargo, el enlace FcyR también
requiere de la presencia de oligosacaridos unidos covalentemente al Asn
287 conservado en la region CH2. Lund et al., J. Inmunol.157: 4963~ 69
(1996); Wright y Morrison, Trends Biotech. 15; 26-31 (1997), sugiriendo que
tanto el oligosacarido y el polipéptido contribuyen ambos directamente al
sitio de interaccion o que se requiere del oligosacdrido para mantener una
conformacion de polipéptido CH2 activa. La modificacién de la estructura del
oligosacarido puede, por lo tanto, explorarse como un medio para
incrementar la afinidad de la interaccion.

[0159] Una molécula de IgG porta dos cligosacaridos N-enlazados en
su region Fe¢, uno sobre cada cadena pesada. Como cualquier glicoproteina,
se produce un anticuerpo como una poblacion de glicomorfos que comparten
el mismo marco de polipéptido pero que tienen diferentes oligosacaridos
unidos a los sitios de glicosilacion. Los oligosacaridos normalmente
~ encontrados en la regién Fc de IgG de suero son de tipo complejo bi-
antenario (Wormald et al., Biochemistry 36: 130-38 (1997), con un bajo nivel
de acido sialico terminal y N-acetilglucosamina (GlcNAc) de biseccién, y un
grado variable de galactosilacién terminal y fucosilacion de nicleo. Algunos
estudios sugieren que la estructura minima de carbohidratos requerida pata
el enlace de FcyR yace dentro del nicleo de oligosacarido. Lund et al., J.
Inmunol. 157 4963-69 (1996).

[0160] Las lineas celulares derivadas de raton o hamster utilizadas en
la industria y la academia para la produccién de mAbs terapéuticos no
conjugados normalmente unen el oligosacarido requerido determinante para
los sitios Fc. Los IgGs expresados en esas lineas celulares carecen, sin
embargo, de la GlcNAc de biseccién encontrada en bajas cantidades en
IgGs de suero. Lifely et al., Glycobiology 318: 813-22 (1995). En contraste,
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se ha observado recientemente que un IgGl producido de mieloma de rata,
humanizado (CAMPATH-1H) portaba una GlcNA¢ de biseccion en algunos
de sus glicomorfos. Lifely et al, Glycobiology 318: 813-22 (1995). El
anticuerpo derivado de célula de rata alcanzé una actividad ADCC in vitro
maxima similar a la de los anticuerpos CAMPATH-1H producidos en lineas
celutares estandar, pero en concentraciones significativamente inferiores de
anticuerpo.

[0161] Normalmente el antigeno de CAMPATH esta presente en altos
niveles en células de linfoma, y este mAb quimérico tiene alta actividad
ADCC en ausencia de una GIcNAc de biseccion. Lifely et al,
Glycobiology318: 813-22 (1995). En la ruta de glicosilacidn N-enlazada, se
adiciona una GIcNAc de biseccion por GnTlll. Schachter, Biochem.Cell Biol.
64: 163-81 (1986).

[0162] Estudios previos utilizaron una linea celular CHO sencilla de
produccidon de anticuerpo, que se disefié previamente para expresar, de una
manera regulada externamente, niveles diferentes de una enzima de de GnT
Il clonado (Umana, P., et al., Nature Biotechnol, 17. 176-180 (1999)). Esta
aproximacion establecidé por primera vez una correlacion rigurosa entre la
expresién de GnTlll y la actividad ADCC del anticuerpo modificado. Por lo
tanto, la invencién contempla un anticuerpo recombinante, quimérico o un
fragmento del mismo con la especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1
murina, que tiene una glicosilacién alterada resultante de la actividad GnTIll
aumentada. La actividad GnTlil aumentada resulta en ﬁn incremento en el
porcentaje de oligosacaridos bisecados, asi como también una disminucion
en el porcentaje de residuos de fucosa, en la region Fc del ABM. Este
anticuerpo, o fragmento del mismo, tiene una afinidad de enlace al receptor
Fc aumentada y una funcidén efectora aumentada. Adicionalmente, la
invencion esta dirigida a un fragmento de anticuerpo y proteinas de fusion
que comprenden una region que es equivalente a la regién Fc de las
inmunoglobulinas.

Aplicaciones Terapéuticas de ABMs Producidas De Acuerdo con los
Métodos de la invencion.
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[0163] Las ABMs de la presente pueden utilizarse solas para apuntar y
matar células tumorales in vivo. Las ABMs pueden utilizarse ademas en
conjunto con un agente terapéutico apropiado para tratar el carcinoma
humano. Por ejemplo, las ABMs pueden utilizarse en combinacion con
métodos de tratamiento estdndar o convencionales tales como
quimioterapia, terapia de radiacion ¢ pueden conjugarse o unirse a un
farmaco terapéutico, o toxina, asi como también a una linfosina o a un factor
de crecimiento inhibidor de tumor, para liberar el agente terapéutico al sitio
del carcinoma. Los conjugados de las ABMs de esta invencién gue son de
primera importancia son (1) inmunotoxinas (conjugados de la ABM y una
mitad citotdxica) y (2) ABMs marcadas (por ejemplo radiomarcado, marcaje
con enzima, o fluorocromo-marcado) en los cuales el marcado proporciona
medios para la identificacion de complejos inmunes que incluyen la ABM
marcada. Las ABMs también pueden utilizarse para inducir lisis a traves del
proceso complementario natural, y para interactuar con células citotoxicas
dependientes de anticuerpo normalmente presentes.

[0164] La mitad citotoxica de la inmunotoxina puede ser un farmaco
citotoxico o una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano o
vegetal, o un fragmento enzimaticamente activo ("cadena A") de tal toxina.
Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas utilizadas son
fa cadena A de difteria, fragmentos no de enlaces activos de la toxina de
difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolacca americana
(PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina,
inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, y enomicina. En otra realizacion, las ABMs se conjugan con
moléculas pequefas de farmacos anticancer. Los conjugados de la ABM vy
tales mitades citotoxicas se hacen utilizando una variedad de de agentes de
acoplamiento de proteina bifuncionales. Ejemplos de tales reactivos son
SPDP, IT, derivados bifuncionales de imidoésteres tales como dimetil
adipimidato HCI, ésteres activos tales como disuccinimidil suberato,
aldehidos tales como glutaraldehido, compuestos bis-azido tales como bis
(p-azidobenzoil) hexandiamina, derivados de bis-diazonio tales como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina, diisocianatos tales como tolilen 2,6-

diisocianato, y compuestos de flGor bis-activeos tales como 1,5-difluoro-2 4-
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dinitrobenceno. Puede unirse la porcion lisante de una toxina al fragmento
Fab de los ABMs. Las toxinas adicionales apropiadas son conocidas en el
estado de la técnica, tal como se evidencia en por ejemplo, la Solicitud de
Patente U.S. No. 2002/0128448publicada, aqui incorporada en su totalidad
por referencia.

[0165] En una realizacion, se conjuga una ABM quimérica,
glicodisefiada que tiene sustancialmente la misma especificidad de enlace
del anticuerpo B-Ly1 murina, a una cadena A de ricina. Mas ventajosamente,
la cadena A de ricina es deglicosidada y producida a través de medios
recombinantes. Se describe un método ventajoso para hacer la
inmunotoxina ricina en Vitetta et al., Science 238, 1098 (1987), incorporada
aqui por referencia.

[0166] Cuando se utilizan para matar células de cancer humano in
vitro para propositos de diagnoéstico, los conjugados se afiadiran tipicamente
al medio de cultivo celular a una concentracion de al menos
aproximadamente 10 nM. La formulacién y modo de administracién para uso
in vitro no son criticos. Normalmente se utilizaran formulaciones acuosas
que sean compatibles con el medio de cultivo o perfusién. La ctotoxicidad
puede leerse por medio de técnicas convencionales para determinar la
presencia o el grado de cancer.

[0167] Tal como se discuti6 anteriormente, puede prepararse un
radiofarmacéutico citotdxico para el tratamiento del cancer mediante la
conjugacion de un isétopo radioactivo (por ejemplo., |, Y, Pr) a una ABM
quimerica, glicodisefiada que tiene sustancialmente la misma especificidad
de enlace del anticuerpo B-Ly1 murina. Se entiende que el término "mitad
citotéxica” tal como se utiliza aqui incluye taies isétopos.

[0168] En ofra realizacion, se llenan liposomas con un farmaco
citotoxico y se recubren los liposomas con las ABMs de la presente
invencion. Debido a que existen muchas moléculas CD20 sobre Ia superficie
de la celula B maligna, éste método permite la liberacion de grandes
cantidades de farmaco hacia el tipo celular correcto.

[0169] Las técnicas para la conjugacion de tales agentes terapéuticos
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a anticuerpos son bien conocidas (ver, por ejempio, Arnon et al.,"Monoclonal
Antibodies for Inmunotargeting of Drugs in Cancer Therapy", en Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R.
Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", en
Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-563
(Marcel Dekker, Inc. 1987) ; Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents
Iin Cancer Therapy:. A Review", in Monocilonal Antibodies'84 : Biological And
Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506(1985) ; y Thorpe et
al, "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates", Inmunol. Rev., 62:119-58 (1982)).

(0170] Aln otras aplicaciones terapéuticas para las ABMs de la
invencion incluyen la conjugacion o union, por ejemplo, mediante técnicas de
ADN recombinante, a una enzima capaz de convertir un profarmaco en un
farmaco citotéxico y el uso de ese conjugado anticuerpo-enzima en
combinacién con el profarmaco para convertir el profarmaco a un agente
citotéxico en el sitic del tumor (ver, por ejemplo, Senter et al.,"Anti-Tumor
Effects of Antibody-alkaline Phosphatase", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85.
4842-46 (1988); "Enhancement of the in vitro and in vivo Antitumor Activities
of Phosphorylated Mitocycin C and Etoposide Derivatives by Monoclonal
Antibody-Alkaline Phosphatase Conjugates", Cancer Research 48:5789-
5792 (1989); y Senter, "Activation of Prodrugs by Antibody-Enzima
Conjugates: A New Approach to Cancer Therapy," FASEB J. 4. 188-193
(1990)).

[0171]) Aln otro uso terapéutico para las ABMs de la invencién
involucra el uso, bien sea no conjugado, en la presencia de complemento, o
como parte de un conjugado anticuerpo-farmaco o anticuerpo-toxina, para
remover células tumorales de la médula dsea de pacientes con cancer. De
acuerdo con esta aproximacién, la medula ¢sea autdloga puede purgarse ex
vivo mediante tratamiento con el anticuerpo y se infunde de vuelta la médula
dentro del paciente [ver, por ejemplo, Ramsay et al.,"Bone Marrow Purging
Using Monoclonal Antibodies”, J. Clin. inzrmunol., 8 (2): 81-88 (1988)].

[0172] Adicionalmente, se contempia que la invencién comprende una
inmunotoxina de cadena sencilla gque comprende dominios de enlace a

antigeno que permiten sustancialmente la misma especificidad de enlace
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que el anticuerpo B-Ly1 murino (por ejemplo, polipéptidos que comprenden
las CDRs del anticuerpo B-Ly1 murino) y que comprenden adicionalmente
un polipéptido de toxina. Las inmunotoxinas de cadena sencilla de la

invencion pueden utilizarse para tratar el carcinoma humano in vivo.

[0173] Similarmente, una proteina de fusion que comprende al menos
la regién de enlace a antigeno de una ABM de la invencién unida a por lo
menos una porcion funcionalmente activa de una segunda proteina que
tienen actividad anti-tumor, por ejemplo, una linfoquina u oncostatina, puede
utilizarse para tratar el carcinoma humano in vivo.

[0174] La presente invencion proporciona un método para matar
selectivamente células de tumor que expresan CD20. Este meétodo
comprende {a reaccion del inmunoconjugado (por ejemplo, la inmunoctoxina)
de la invencion con dichas células de tumor. Estas células de tumor pueden

ser de un carcinoma humano.

[0175] Adicionalmente, esta invenciéon proporciona un método de
tratamiento de carcinomas (por ejemplo, carcinomas humanos) in vivo. Este
método comprende la administracidn a un sujeto de una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una composicién que contiene al menos uno

de los inmunoconjugados (por ejemplo, la inmunotoxina) de la invencion.

[0176] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a un método
mejorado para el tratamiento de trastornos proliferativos de célula B que
incluyen el linfoma de celula B, asi como también una enfermedad
autoinmune producida en la totalidad o en parte por autoanticuerpos
patogenicos, basada en el agotamiento de células B que comprende Ia
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de una ABM de la
presente invencidon a un sujeto humano en necesidad del mismos. En una
realizacion preferida, la ABM es un anticuerpo anti-CD20 glicodisefiado con
una especificidad de enlace sustancialmente igual a la del anticuerpo B-Ly1
murino. En otra realizacion preferida, el anticuerpo es humanizado. Ejemplos
de enfermedades o trastornos autoinmunes incluyen, pero no estan limitados
a, trombocitopenias  inmuno-mediadas, tales como  purpuras

trombocitopénicas idiopaticas agudas y pulrpuras trombocitopénicas
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idiopaticas cronicas, dermatomiositis, corea de Sydenham, nefritis lupus,
fiebre reumatica, sindromes poliglandulares, purpura de Henoch-Schonlein.
nefritis pos-estreptococica, eritema nodosum, arteritis de Takayasu,
enfermedad de Addison, eritema multiforme, poliarteritis nodosa, espondolitis
anquilosante, sindrome de Goodpasture, tromboangitis ubiterans, cirrosis
biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto, tirotoxicosis, hepatitis activa cronica,
polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pénfigo vulgar, granulomatosis de
Wegener, nefropatia membranosa, esclerosis lateral amiotrdfica, tabes
dorsalis, polimiaglia, anemia perniciosa, glomerulonefritis rapidamente
progresiva y alveolitis fibrosa, respuestas inflamatorias tales como
enfermedades inflamatorias de la piel incluyendo soriasis y dermatitis (por
ejemplo dermatitis atdpica); escleroderma vy esclerosis sistémicas;
respuestas asociadas con la enfermedad inflamatoria del intestino (tales
como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa); sindrome de dolor
respiratorio (incluyendo sindrome de dolor respiratorio adulto; ARDS):
dermatitis; meningitis; encefalitis; uveitis; colitis;  glomerulonefritis;
condiciones alérgicas tales como eczema y asma y otras condiciones que
involucran la infiltracidén de células T y respuestas inflamatorias cronicas;
aterosclerosis; deficiencia de adhesién de leucocito; artritis reumatoidea:
lupus eritematoso sistémico (SLE); diabetes mellitus (por ejemplo diabetes
mellitus Tipo 1 or diabetes mellitus dependiente de insulina); esclerosis
mudltiple; sindrome de Reynaud; tiroiditis autoinmune: encefalomielitis
alergica; sindrome de Sorgen; ataque juvenil de diabetes: y respuestas
inmunes asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por
citosinas y linfocitos T encontrados tipicamente en tuberculosis, sarcoidosis,
polimiositis, granulomatosis y vasculitis; amenia perniciosa (enfermedad de
Addison); enfermedades que involucran la diapédesis de leucocito;
enfermedad inflamatoria de | sistema nervioso central (CNS); sindrome de
herida multiple de 6rgano; anemia hemolitica (que incluye, pero no esta
limitada a crioglobinemia o anemia positiva de Coombs); miastenia gravis,
enfermedades mediadas por el complejo antigeno-anticuerpo: enfermedad
de la membrana de basamento anti-glomerular; sindrome antifosfolipido;
neuritis alérgica; enfermedad de Graves; sindrome miasténico de Lambert-
Eaton; bulous penfigoide; pénfigo; poliendocrinopatias autoinmunes;
enfermedad de Reiter; sindrome de hombre yerto: enfermedad de Behcet;
arteritis de célula gigante; nefritis del complejo inmune; nefropatia IgA;

polineuropatias de IgM: purpura trombocitopénica inmune (ITP) o
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trombocitopenia autoinmune etc. En este aspecto de la invencion, los ABMs

de la invencion se utilizan para vaciar la sangre de las célutas B normales
durante un periodo extendido.

[0177] De acuerdo con la practica de esta invencion, el sujeto puede
ser un humano, equino, porcino, bovino, murino, canino, felino, y sujetos

aviares. Otros animales de sangre caliente también estan incluidos es esta
invencion.

[0178] LLa invencion sujeto proporciona adicionalmente métodos para
la inhibicién dei crecimiento de células tumorales humanas, tratamiento de
un tumor en un sujeto, y tratamiento de una enfermedad tipo proliferativa en
un sujeto. Estos métodos comprenden la administraciéon al sujeto de una

cantidad efectiva de ia composicidén de la invencion.

[0179] Es obvio, por lo tanto, que la presente invencién abarca las
composiciones, combinaciones y métodos farmacéuticos para el tratamiento
de carcinomas humanos, tales como un linfoma de células B. Por ejemplo, |a
invencion incluye composiciones farmacéuticas para uso en el tratamiento
de carcinomas humanos que comprenden una cantidad farmaceuticamente
efectiva de un anticuerpo de la presente invencién y un portador
farmacéuticamente aceptable.

[0180] Las composiciones de ABM de la invencibn pueden
administrarse utilizando modos convencionales de administracidon que
incluyen, pero no se limitan a, administracién intravenosa, intraperitoneal,
oral, intralinfatica o directamente dentro del tumor. Se prefiere la
administracién intravenosa.

[0181] En un aspecto de la invencion, las formulaciones terapéuticas
que contienen las ABMs de la invencién se preparan para almacenamiento
por medio de la mezcla de un anticuerpo que tiene el grado deseado de
pureza con portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,
Osol, A. Ed. (1980)), en la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Portadores, excipientes 0 estabilizadores aceptables son no

toxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones
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empleadas, e incluyan soluciones amortiguadoras tales como fosfato, citrato,
y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen el acido ascorbico y
metionina; preservativos (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, aicoho! butilico o bencilico; alquil parabenos tales como
metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-
cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tales como la albimina de suero, gelatina, ©
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona;
aminodcidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o
lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen
glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
azucares tales como sucrosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones
formadores de sal tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo,
complejos Zn-proteina); y/o surfactantes no-iénicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

[0182] Formulaciones ejemplares de ABM anti-CD20 se describen en
WO008/56418, expresamente incorporada aqui por referencia. Esta
publicacién describe una formulacién liquida multidosis que comprende 40
mg/mL de rituximab, acetato 25 mM, trehalosa 150 mM, 0.9% de alcohol
bencilico, 0.02% de polisorbato 20 a pH 5.0 que tiene una vida media
minima de dos afios de aimacenamiento a 2-8° C. Otra formulacién anti-
CD20 de interés comprende 10 mg/mL de rituximab en 9.0 mg/mL de cloruro
de sodio, 7.35 mg/mL de citrato de sodio dihidratado, 0.7 mg/mL de
polisorbato 80, y Agua Estérit para Inyeccion, pH 6.5. En la presente
invencion, se sustituird RITUXAN® por una ABM de la presente invencion.

[0183] Las formulaciones liofilizadas adaptadas para administracion
subcutanea se describen en WQ97/04801. Tales formulaciones liofilizadas
pueden reconstituirse con un diluyente adecuado hasta una alta
concentracion de proteina y la formulacion reconstituida puede administrarse
subcutaneamente al mamifero a ser tratado aqui.

[0184)] La formulacién de aqui también puede contener mas de un

compuesto activo tal como sea necesario para la indicacién particular que
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esté siendo ftratada, preferiblemente aquellos con actividades
complementarias que no afecten adversamente el uno al otro. Por ejemplo,
puede ser deseable proporcionar adicionalmente un agente citotéxico, un
agente quimioterapéutico, citosina o agente inmunosupresor (por ejemplo
uno que actue sobre las células T, tal como ciclosporina o un anticuerpo que
se enlace a fas células T, por ejemplo, uno que se enlace a LFA-1). La
cantidad efectiva de tales otros agentes depende de la cantidad de
antagonista presente en la formulacién, el tipo de enfermedad o desorden o
tratamiento, y otros factores discutidos anteriormente. Estos se utilizan
generalmente en las mismas dosificaciones y con rutas de administracion tai
como las usadas aquf anteriormente o aproximadamente de 1 a 99% de las
dosificaciones hasta aqui empleadas.

[0185] Los ingredientes activos también pueden ser atrapados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por medio de técnicas de
coacervacién o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo,
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli-
(metilmetacilato), repectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina,
microemuisiones, nano-particulas y nanocapsuias) 0 en macroemulsiones.
Tales técnicas se revelan en Remington's Pharmaceutical Sciences 16th
edition, Osal, A. Ed. (1980).

[0186] Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida.
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen
matrices semipermeables de polimeros hidrofobicos sélidos que contienen el
antagonista, matrices las cuales estan en la forma de articulos formados, por
ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacién
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles {por ejemplo, poli (2-hidroxietil-
metacilato), o poli(vinilalcohol)), polilacturos (Pat. U. S. No. 3,773, 919),
copolimeros de acido L-glutamico y vetil-L-glutamato, etilen-vinil acetato no
degradable, coplimeros de acido lactico-acido glicolico degradables tales
como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuproluro), y acido
poli-D- (-)-3-hidroxibutirico.
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[0187] Las formulaciones para ser utilizadas para administracion in
vivo deben ser astériles. Esto se consigue faciimente mediante filtracion a
través de membranas de filtracién estériles.

[0188] Las composiciones de la invencion pueden estar en una
variedad de formas de dosificacion que incluyen, pero no estan limitadas a,
soluciones o suspensién liquidas, tabletas, pildoras, polvos, supositorios,
microcadpsulas o microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones
inyectables o infusibles. La forma preferida dependerd del modo de
administracién y de la aplicacion terapéutica.

[0189] Las composiciones de la invencién también incluyen
preferiblemente portadores y adyuvantes farmacéuticamente aceptables
convencionales conocidos en el estado de |a técnica tales como albumina de
suero humano, intercambiadores de iones, alumina, lecitina, sustancias
amortiguadoras tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato de

potasio, y sales o electrolitos tales como sulfato de protamina.

[0190) El modo de administracion y el régimen de dosificacion mas
efectivos para las composiciones farmacéuticas de esta invencion dependen
de la severidad y curso de la enfermedad, la salud del paciente y la
respuesta al tratamiento y el juicio del médico tratante. De acuerdo con lo
anterior, las dosificaciones de las composiciones pueden ser tituladas para el
paciente individual. Sin embargo, una dosis efectiva de las composiciones de
esta invencidon generalmente estara en el rango de desde aproximadamente
0.01 hasta aproximadamente 2000 mg/kg.

[0191] Las moléculas aqui descritas pueden estar en una variedad de
formas de dosificacién las cuales incluyen, pero no estan limitadas a,
soluciones o suspensiones liquidas, tabietas, pildoras, polvos, supositorics,
microcapsulas © microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones
inyectables o infusibles. La forma preferida dependerad del modo de
administracion y de la aplicacién terapéutica.

[0192] La composicibn que comprende una ABM de la presente

invencion se formulara, dosificara, y administrara en una manera consistente
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con la buena practica médica. Los factores de consideracion en este
contexto incluyen la enfermedad o desorden particular que esté siendo
tratado, el mamifero particular que esté siendo tratado, la condicién clinica
del paciente individual, la causa de la enfermedad o desorden, el sitio de
liberacion del agente, el método de administracion, el horaric de
administracion, y otros factores conocidos para los practicantes médicos. La
cantidad terapéuticamente efectiva de! antagonista a ser administrado estara
gobernada por tales consideraciones.

[0193] Como una propuesta general, la cantidad terapéuticamente
efectiva de! anticuerpo administrado parenteralmente por dosis estara en el
rango de aproximadamente 0.1 a 20 mg/kg de peso corporal del paciente por
dia, estando el rango tipico inicial de antagonista utilizado en el rango de
aproximadamente 2 a 10 mg/kg.

[0194] En una realizaciéon preferida, la ABM es un anticuerpo,
preferiblemente un anticuerpo humanizado Dosis adecuadas para tal
anticuerpo no conjugado estan, por ejemplo, en el rango de
aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente 1000 mg/m® En una
realizacion, la dosificacion del anticuerpo difiere de la actualmente
recomendada para RITUXANO®. Por ejemplo, uno puede administrar al
paciente una o mas dosis de sustancialmente menos de 375 mg/m? del
anticuerpo, por ejemplo, donde Ia dosis esté en el rango de
aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente 250 mg/m? por ejemplo
desde aproximadamente 50 mg/m? a aproximadamente 200 mg/m?,

{0195] Mas adn, uno puede administrar una o mas dosis inicial(es) del
anticuerpo seguida por una 0 mas dosis subsecuente(s), en donde la dosis
de mg/m? del anticuerpo en la dosis subsecuente(s) excede la dosis de
mg/m? del anticuerpo en la dosis inicial(es). Por ejemplo, la dosis inicial
puede estar en el rango de aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente
250 mg/m? (por ejemplo, desde aproximadamente 50 mg/m? hasta
aproximadamente 200 mg/m?) y la dosis subsecuente puede estar en el

rango de aproximadamente 250 mg/m? hasta aproximadamente 1000
mg/m?.

[0196] Tal como se anotd anteriormente, sin embargo, estas
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cantidades sugeridas de ABM estin sujetas a una gran cantidad de
discrecion terapéutica. El factor clave en la seleccién de una dosis y horario
apropiados es el resultado obtenido, tal como se indicé anteriormente. Por
ejemplo, dosis relativamente mas altas pueden necesitarse inicialmente para
el tratamiento de enfermedades continuadas y agudas. Para obtener los
resultados mas eficaces, dependiendo de la enfermedad o desorden, el
antagonista se administra tan cerca como sea posible de la primera sefial,
diagnosis, aparicidon, u ocurrencia de la enfermedad o desorden o durante
las remisiones de la enfermedad o desorden.

[0197] La ABM de la presente invencion se administra por medio de
cualguier medio adecuado, incluyendo administracién parenteral,
subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, Si se desea para
tratamiento local inmunosupresor, intralesional. Las infusiones parenterales
incluyen la administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, o subcutanea. Adicionalmente, el antagonista puede
administrarse adecuadamente por medio de infusién de pulso, por ejemplo,
con dosis declinantes del antagonista. La dosificacién se da preferiblemente
por medio de inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas o

subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o
crénica.

[(0198] Uno puede administrar otros compuestos, tales como agentes
citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, agentes inmunosupresores y/o
citosinas con los antagonistas de aqui. La administracién combinada incluye
la coadministracion, utilizando formulaciones separadas ¢ una formulacion
farmacéutica sencilla, y la administracién consecutiva en cualquier orden, en
donde existe preferiblemente un periodo de tiempo mientras ambos (o todos)

los agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades biolégicas.

[0189] Sera claro que [a dosis requerida de la composicion de la
invencién para alcanzar curas puede reducirse adicionalmente con la
optimizacién del horario.

[0200] De acuerdo con la practica de la invencién, el portador
farmacéutico puede ser un portador lipido. El portador lipido puede ser un
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fosfolipido. Adicionalmente, el portador lipido puede ser un acido graso.
Ademas, el portador lipido puede ser un detergente. Tal como se utiliza aqui,
un detergente es cualquier sustancia que altera la tensién superficial de un
liquido, generalmente bajandola.

[0201] En un ejemplo de ia invenciéon, el detergente puede ser un
detergente no ionico. Ejemplos de detergentes no idnicos incluyen, pero no
estan limitados a, polisorbato 80 (también conocido como Tween 80 o
(polioxietilensorbitan monooleato), Brij, y Triton (por ejemplo Triton WR-1339
y Triton A-20).

[0202] Alternativamente, le detergente puede ser un detergente idnico.
Un ejemplo de un detergente idnico incluye, pero no esta limitado a, bromuro
de alquiltrimetilamonio.

[0203] Adicionalmente, de acuerdo con la invencion, el portador lipido
puede ser un liposoma. Tal como se utilice en esta solicitud, un "liposoma”
es cualquier vesicula unida a membrana que contiene cualquier molécula de

la invencion o combinaciones de las mismas.

[0204] Los ejemplos a continuaciéon explican la invencidon en mas
detalle. Las siguientes preparaciones y ejemplos son proporcionados para
facilitar a aquellos versados en la materia a entender mas claramente y a
practicar la presente invencion. El alcance de la presente invencion, sin
embargo, no esta limitado por las realizaciones ejemplificadas, las cuales se
entienden como ilustraciones de aspectos sencillos de la invencion
unicamente, y los métodos que son funcionalmente equivalentes estan
dentro del alcance de la invencidn. Realmente, diversas modificaciones de la
invencion adicionalmente a aquellas aqui descritas seran aparentes para
aquellos versados en la materia a partir de la descripcion precedente y los
dibujos acompafantes. Se entiende que tales modificaciones caen dentro
del alcance de las reivindicaciones anexas.
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EJEMPLOS

[NOTA: A menos que se especifique ofra cosa, las referencias a la
numeracion de posiciones de residuo de aminoacidos especificos en los

siguientes Ejemplos estan de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat.]

EJEMPLO 1

Materiales y Métodos
Clonacidn y Expresion de Anticuerpo B-Ly1 Recombinante

[0205] Las células de hibridoma que expresan B-Ly1 crecieron en
RPMI que contiene 10% de FBS y 4 mM de L-glutamina. Se cosecharon 6 x
10° células con una viabilidad > 90% y se aislé el RNA total utilizando un
Qiagen RNAeasy midi kit. Los cADNs que codifican las cadenas pesadas y
ligeras variables de B-Ly1 se amplificaron por medio de RT-PCR. Se realizd
la reaccion de RT-PCR utilizando las siguientes condiciones: 30 min 50° C
para la primera sintesis de hebra de cADN; 15 min 95° C desnaturalizacién
inicial; 30 ciclos de1 min 94° C, 1 min 45° C, 1.5 min 72° C; y un paso de
elongacion final durante 10 min a 72° C. El tamafo esperado de los
productos de la PCR se confirmd por medio de electroforesis en gel. Los
productos de la PCR se clonaron dentro de vectores adecuados de E. coli y
el secuenciamiento de ADN confirmé que se aislaron los genes que cadifican
la cadena ligera y pesada variable.

(0206] Para la construccion de los vectores de expresién quiméricos
de B-Ly1, se fusionaron secuencias de sefal sintética y sitios de restriccion
apropiados a las cadenas variables por medio de reacciones adicionales de
PCR. Después de una confirmacion fina! de la secuencia correcta de ADN
de las cadenas variables, se combinaron con las regiones constantes de
IgG1 humano correspondientes. Una vez se construyeron los genes, se
clonaron bajo control del promotor MPSV y hacia arriba de un sitio sintético

de poliA, utilizando dos vectores separados, uno para cada cadena,
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resuitando en los plasmidos pETRI 808 (vector de expresion de cadena

pesada) y pETR1813 (vector de expresion de cadena ligera). Cada vector
portaba una secuencia EBV OriP.

[0207] Se produjo B-Ly1 guimérico por medio de co-transfeccion de
células HEK293-EBNA con vectores pETR1808 y pETR1813 utilizando una
aproximacion de transfeccion de fosfato de calcio. Creciendo
exponencialmente las células HEK293-EBNA se transfectaron mediante el
método de fosfato de calcio. Las células crecieron como cultivos de
monocapa adherents en frascos T utilizando medio de cultivo DMEM
complementado con FCS al 10%, y se transfectaron cuando estuvieron entre
un 50 y 80% de confluencia. Para la transfeccion de un frasco T75, se
sembraron 8 millones de células 24 horas antes de la transfeccion en 14 ml
de medio de cultivo DMEM complementado con FCS (al 10% V/V final), 250,
pag/ml de neomicina, y las células se colocaron a 37° C en un incubador con
una atmosfera al 5% de CO; durante la noche. Para cada frasco T75 a ser
transfectado, se prepare una solucion de ADN, CaCl, y agua por medio de la
mezcla de 47 pg del vector de ADN plasmido total dividido equitativamente
entre los vectores de expresion de la cadena ligera y pesada, 235 pl de una
solucion 1M de CaCl,, y adicionando agua hasta un volumen final de 469 pl.
A esta solucion, se adicionaron 469 pl de una solucién de HEPES 50mM,
NaCl 280 mM, Na,HPO; 1.5 mM a pH 7.05, mezclados inmediatamente
durante 10 seg y dejados a temperatura ambiente durahte 20 seg. La
suspension se diluyo con 12 ml de DMEM complementado con FCS al 2%, y
se anadio al T75 en lugar del medio existente. Las células se incubaron a
37° C, 5% CO; durante aproximadamente 17 a 20 horas, posteriormente se
reemplazd el medio con 12 ml de DMEM, FCS al 10%. Para la produccién de
anticuerpo "chB-Ly1" no modificado, las células se transfectaron Unicamente
con vectores de expresion de anticuerpo pETR1808 y pETR1813 en una
proporcion  1:1. Para la produccion del anticuerpo “chB-Ly1-ge”
glicodisefiado, las células se co-transfectaron con cuatro plasmidos, dos
para ia expresién del anticuerpo (pETR1808 y pETR1813), uno para la
expresion de un polipéptido GnTlIlI de fusidn (pETR1519), y uno para la
expresién de manosidasa |l (pCLF9) en una proporcion de 4:4:1:1,

respectivamente. En el dia 5 post-transfeccion, se coseché el sobrenadante,
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se centrifugd durante 5 min a 1200 rpm, seguido por una segunda

centrifugacion durante 10 min a 4000 rpm y se mantuvo a 4° C.

[0208] Se purificaron chB-Ly1 y chB-Ly1-ge a partir del sobrenadante
del cultivo utilizando tres pasos cromatograficos secuenciales, cromatografia
de Proteina A, cromatografia de intercambio catidnico, un paso de
cromatografia por exclusiéon de tamafo sobre una columna Superdex 200
(Amersham Pharmacia) intercambiando la solucién amortiguadora por una
solucidon amortiguadora salina de fosfato y recolectando el pico del
anticuerpo  monomérico a partir de este Ultimo paso. Se estimé la
concentracion del anticuerpo utilizando un espectrofotdmetro desde la
absorbancia a 280 nm.

Analisis de Oligosacarido

[0209] Los oligosacaridos se liberaron enzimaticamente a partir de los
anticuerpos mediante digestion de PNGasaF, con los anticuerpos siendo

bien sea inmovilizados sobre una membrana PVDF o en solucién.

(0210] La solucion resultante digerida que contienen los oligosacaridos
liberados se prepard bien sea directamente por analisis MALDI/TOF-MS o se
digirid adicionalmente con EndoH glicosidasa antes de la preparacion de la
muestra para analisis MALDI/TOF-MS.

Método de liberacion de oligosacarido para anticuerpos inmovilizados en
membrana PVDF

[0211] Los pozos de una placa de 96 pozos hecha con una membrana
de PVDF (Immobilon P, Millipore, Bedford, Massachusetts) se humedecieron
con 100 pl de metanol vy el liquido se dirigié a través de la membrana de
PVDF utilizando vacio aplicado al Multitamiz de vacio multiple (Millipore,
Bedford, Massachusetts). Las membranas de PVDF se lavaron tres veces
con 300 yl de agua. Los pozos se lavaron posteriormente con 50 pl de
solucion amortiguadora de RCM (Urea 8M, Tris 360 mM, EDTA 3.2mM, pH
8.6). Se cargaron entre 3040 pg de anticuerpo en un pozo que contiene 10
Ml de solucion amortiguadora de RCM. Se dirigio el liquido en el pozo a
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traves de la membrana mediante |la aplicacién de vacio, y la membrana se
lavé subsecuentemente dos veces con 50 ul de solucidén amortiguadora de
RCM. La reduccidon de los puentes disulfuro se desarrollé mediante la
adicion de 50 ul de ditiotreitol 0.1M en RCM e incubacion a 37° C durante 1
h.

[0212] Después de la reduccion, se aplicd vacio para remover la
solucion de ditiotreitol del pozo. Los pozos se lavaron tres veces con 300 pl
de agua antes de desarrollar la carboximetilacion de los residuos de cisteina
mediante la adicion de 50 pl de acido yodoacetico 0.1M en solucion
amortiguadora de RCM e incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 30 min.

[0213] Después de la carboximetilacion, los pozos se aspiraron con
vacio y se lavaron subsecuentemente tres veces con 300 ul de agua. La
membrana PVDF se bloqueé posteriormente, para prevenir la adsorcién de
la endoglicosidasa, mediante la incubacién de 100 pl1 de una solucidn
acuosa al 1% de polivinilpirrolidona 360 a temperatura ambiente durante 1
hora. El reactivo de blogueo se removid posteriormente mediante vacio
suave seguido por tres lavados con 300 ul de agua.

[0214] Los oligosacaridos N-enlazados se liberaron mediante la
adiciéon de 2.5 mU de péptido-N-glicosidasa F (N-Glicanasa recombinante,
GLYKQ, Novato, CA) y 0.1 mU de Sialidasa (GLYKO, Novato, CA), para
remover cualquier residuo potencial de monosacaride cargado, en un
volumen final de 25 pl en NaHCO3; 20mM, pH7.0). La digestién se desarrolié
durante 3 horas a 37° C.

Método de liberacion de oligosacarido para anticuerpos en solucion
[0215] Se mezclaron entre 40 y 50 yg de anticuerpo con 2.5 mU de

PNGasaF (Glyko, U.S.A) en Tris 2 mM, pH 7.0 en un volumen final de 25

microlitros, y la mezcla se incubé durante 3 horas a 37° C.
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Uso de digestion de Endoglicosidasa H de oligosacaridos PNGasaF-
liberados para la asignacion de estructuras de oligosacéarido bisecado
hibrido para picos de oligosacarido neutro MALDI/TOF-MS

[02186] Los oligosacaridos PNGasaF liberados se digirieron
subsecuentemente con endoglicosidasa H (EC 3.2. 1.96). Para la digestién
de EndoH, se afiadieron 15 mU de EndoH (Roche, Suiza) a la digestion de
PNGasaF (método anterior de anticuerpo en solucién) para dar un volumen
final de 30 microlitros, y la mezcla se incubd durante 3 horas a 37° C. La
EndoH se divide entre los residuos de N-acetilglucosamina del nucleo
quitobiosa de los oligosacaridos N-enlazados. La enzima Gnicamente puede
digerir oligomanosa y la mayoria de glicanos de tipo hibrido, mientras que
los oligosacaridos de tipo complejo no se hidrolizan.

Preparacién de la muestra para MALDI/TOF-MS

[0217] Las digestiones enzimaticas que contienen los oligosacaridos
liberados se incubaron durante 3 h adicionales al ambiente durante la
adicion de acido acético hasta una concentracion final de 150 mM, y se
pasaron subsecuentemente a través de 0.6 m! de resina de intercambio
cationico (resina AG50W-X8, forma hidrégeno, maila 100-200, BioRad,
Suiza) empacada dentro de una columna cromatografica micro-bio-giro
(BioRad, Suiza) para remover ios cationes y proteinas. Se aplicé un
microlitro de la muestra resultante a una placa objetivo de acero inoxidable, y
se mezclé sobre la placa con 1 pl de matriz de sDHB. La matriz de sDHB se
prepar6 disolviendo 2 mg de acido 2,5-dihidroxibenzoico mas 0.1 mg de
acido 5-metoxisalicilico en 1 ml de etanol/cloruro de sodio acuoso 10 mM 1:1
(viv). Las muestras se secaron con aire, se aplicaron 0.2 pl de etanol, y se

permiti6 finalmente que las muestras se re-cristalizaran bajo aire.

MALDI/TOF-MS

[0218] El espectrometro de masas MALDI-TOF utilizado para adquirir
los espectros de masas era un Voyager Elite (Perspective Biosystems). El

instrumento se operé en la configuracion lineal, con una aceleracién de 20kV
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y retraso de 80 ns. Se empleé la calibracién externa utilizando estandares de
oligosacarido para la asignacién de masas de los iones. Los espectros de
200 disparos laser se sumaron para obtener el espectro final.

Deplecion de células B en sangre entera

[0219] Se alicuotaron 495 ul de sangre heparinizada a partir de un donador
saludable en tubos de 5 ml de poliestireno, se afiadieron unicamente 5 pl de
muestras de anticuerpo concentrado 100 veces (concentracion final 1-1000
ng/ml) o PBS y los tubos se incubaron a 37°. Después de 24h se
transfirieron 50 pl de sangre a un tubo fresco y se tifieron con anti-CD3-
FITC, anti-CD19-PE y anti-CD45-CyChrome (Becton-Dickinson) durante 15
min a temperatura ambiente en la oscuridad. Antes del analisis, se afiadieron
500 pl de solucién amortiguadora FACS (PBS que contiene FCS 2% y EDTA
5mM) a los tubos. La fluorescencia CD3-FITC y CD19-PE de las muestras
de sangre se analizaron flujocitométricamente ajustando un umbral sobre
CD45-CyChrome. La deplecion de células B se determind por medio de la
graficacion de la proporcion de células CD19'B a células CD3'T.

Enlace de Anticuerpos anti-CD20 a Células Raji

[0220] Se transfirieron 500.000 en 180 ul de solucién amortiguadora
FACS (PBS que contiene FCS 2%y EDTA 5mM) a tubos de 5 ml de
poliestireno y se afiadieron Unicamente 20 pl de muestras de anticuerpo anti-
CD20 concentradas 10 veces (concentracion final1-5000 ng/ml) o PBS y se
incubaron los tubos a 4° C durante 30 min. Subsecuentemente, las muestras
se lavaron dos veces con solucion amortiguadora FACS y se peletizaron a
300 x g durante 3min. El sobrenadante se aspird y las células se recogieron
en 100 pl de solucién amortiguadora FACS y se adiciond 1 pt de fragmentos
F(ab"2-FITC anti-Fc-especifico (Jackson Immune Research Laboratories,
USA) y los tubos se incubaron a 4° C durante 30 min. Las muestras se
lavaron dos veces con solucién amortiguadora FACS y se recogieron en 500
gl de solucién amortiguadora FACS que contiene 0.5 pg/ml de Pl para
analisis mediante Citometria de Flujo. El enlace se determiné por medio de

la graficacidon de la media geométrica de la fluorescencia contra las
concentraciones de anticuerpo.
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EJEMPLO 2
Criterio de Aceptor de Alta Homologia

[0221] Se desarrollo la blsqueda del marco aceptor de anticuerpo de
alta homologia mediante la alineacién de la secuencia de proteina B-ly1 de
ratbn a una coleccidén de secuencias humanas de linea germinal vy
seleccionando la secuencia humana que mostré la mas alta identidad de
secuencia. Aqui, la secuencia VH1_10 de la base de datos VBase se
escogid como la secuencia de marco aceptor de cadena pesada, y se
escogid que la secuencia VK240 fuera el marco aceptor para la cadena
ligera. Sobre estos dos marcos aceptores, se injertaron las tres regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) de los dominios variables
pesados y ligeros de raton. Dado que la region 4 del marco no es parte de la
regidon variable de la linea germinal del gen V, la alineacion para esa
posicion se hizo individualmente. La region JH4 se escogid para la cadena
pesada, y la region JK4 se escogié para la cadena ligera. El modelamiento
molecular del dominio de inmunoglobulina disefiado reveld una mancha que
requiere potencialmente de los residuos aminoacidos murino en lugar de los
humanos fuera de la CDR. La re-introduccién de los residuos aminoacidos
murino dentro del marco humano podria generar las asi denominadas
mutaciones de vuelta. Por ejemplo, el residuo aminoacido del aceptor
humano en la posicion Kabat 27 mutd de vuelta a un residuo tirosina. Se
designd que los variantes de anticuerpo humanizado bien sea incluyeran u
omitieran las mutaciones de vuelta. La cadena ligera de anticuerpo
humanizado no requiere de ninguna mutacién de vuelta. Después de haber
disefiado las secuencias de proteina, se sintetizaron las secuencias de ADN

que codifican estas proteinas tal como se detalla a continuacion.

Criterio del Marco Mezclado

[0222] Con el fin de evitar la introduccién de mutaciones de vuelta en
posiciones criticas de residuo de aminoacido (criticas para retener buena
afinidad de enlace de antigeno o funciones del anticuerpo) del marco aceptor
humano, se investigé si bien la regién 1 de marco completa (FR1), o las
regiones 1 (FR1) y 2 (FR2) de marco juntas, podrian ser reemplazadas por

secuencias de anticuerpo humano que ya tuvieran residuos donadores, o
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aquellos funcionalmente equivalentes, en aquellas posiciones importantes en
la secuencia natural de linea germinal humana. Para este propésito, los
marcos 1y 2 VH de la secuencia Bly1 de raton se alinearon individuamente
para secuencias de linea germinal humana. Aqui, la mas alta identidad de
secuencia no era importante, y no se utilizd, para la elecciéon de los marcos
aceptores, sino que en su lugar se asumié que era mas importante el
emparejamiento de diversos residuos criticos. Aqueilos residuos criticos
comprenden los residuos 24, 71, y 94 (numeracién Kabat), y también
aquellos residuos en la posicién 27, 28, y 30 (numeraciéon Kabat), que yacen
fuera de la definicidbn de la CDR1 por Kabat, pero que a menudo estan
involucrados en el enlace de antigeno. Se escogié a la secuencia IMGT
Vu_3_15 como la mas adecuada. Después de haber disefiado las
secuencias de proteina, se sintetizaron las secuencias de ADN que codifican
estas proteinas tal como se detalla mas abajo. Utilizando esta aproximacion
no se requirieron mutaciones de vuelta bien sea para la cadena ligera o

pesada, con el fin de retener buenos niveles de enlace a antigeno.

Sintesis de los genes de anticuerpo

[0223] Después de haber disefiado la secuencia de aminoacido de la
regién de anticuerpo V humanizado, tiene que generase la secuencia de
ADN. Se encontraron los datos de la secuencia ADN de las regiones
individuales de marco en la bases de datos para secuencias de linea
germinal humana. La secuencia ADN de las regiones CDR se tomé de los
datos correspondientes de cADN murino. Con estas secuencias, se
ensamblé virtualmente la secuencia ADN completa. Teniendo estos datos de
la secuencia ADN, se introdujeron los diagnésticos de los sitios de restriccion
en la secuencia virtual, por medio de la introduccion de las mutaciones
silenciosas, creando sitios de reconocimiento para las endonucleasas de
restriccion. Para obtener la cadena fisica de ADN, se desarrolld la sintesis
del gen (por ejemplo, Wheeler et al. 1995). En este método, los
oligonucledtidos se disefiaron a partir de los genes de interés, de tal forma,
que una serie de oligonucledtidos se deriva de la hebra codificante, y otra
serie proviene de la hebra no codificante. Los extremos 3' y 5' de cada
oligonucieotido (excepto el primero y el Ultimo en la fila) siempre muestran
secuencias complementarias para dos promotores derivados de la hebra

opuesta. Cuando se colocan estos oligonucleédtidos dentro de una solucién
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amortiguadora de reaccién adecuada para cualquier polimerasa estable al
calor, y se adicionaron Mg2+, dNTPs y una polimerasa ADN, cada
oligonucledtido se extendid desde su extremo 3'. El extremo 3' nuevamente
formado de un promotor se refuerza posteriormente con el siguiente
promotor de la hebra opuesta, y extiende su secuencia adicienalmente bajo
condiciones adecuadas para la elongacidn de la cadena de ADN
dependiente del templete. El producto final se clond dentro de un vector

convencional para propagacion en E. coli.
Produccion de anticuerpo

[0224] Se adicionaron secuencias lider de cadena pesada y ligera
humanas (para secrecion) hacia arriba de las secuencias de regién variable
anteriores y estas se unieron posteriormente hacia arriba de secuencias de
cadena pesada y ligera constantes de IgG1 kappa humang,
respectivamente, utilizando técnicas de biclogia molecular estandar. Las
secuencias de ADN de cadena pesada y ligera de anticuerpo total
resultantes se subclonaron dentro de vectores de expresién mamifera (uno
para la cadena ligera y uno para la cadena pesada) bajo el control del
promotor MPSV y hacia arriba de un sitio de poliA sintético, portando cada
vector una secuencia EBV OriP, tal como se describié en el Ejemplo 1
anterior. Los anticuerpos se produjeron como se describié en el Ejemplo 1
anterior, especialmente por medio de co- transfectacion de HEK293-EBNA
con los vectores de expresidn de cadena pesada y ligera del anticuerpo
mamifero, cosechando el medio de cultivo condicionado 5 a 7 dias después
de la transfeccion, y purificando los anticuerpos secretados mediante
cromatografia de afinidad de Proteina A, seguida por cromatografia de
intercambio cationico y un paso cromatografico final de exclusién por tamafio
para aislar los anticuerpos 1gG1 monoméricos puros. Los anticuerpos se
formularon en una soluéic’m 25 mM de fosfato de potasio, 125 mM de cloruro
de sodio, 100 mM de glicina de pH 6.7. Los variantes glicodisefiados de los
variantes de anticuerpo humanizado se produjeron por medio de co-
transfectacién de los vectores de expresién de anticuerpo junto con unos
vectores de expresiéon de GnT-Il glicosiltransferasa, o junto con un vector de
expresién de GnT-111 mas un vector de expresion de Golgi manosidasa |,
tal como se describioé para el anticuerpo quimérico en el Ejemplo 1 anterior.

Los anticuerpos glicodisefiados se purificaron y formularon tal como se
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describié anteriormente para los anticuerpos no glicodisefiados. Los
oligosacaridos unidos a la regién Fc de los anticuerpos se analizé por medio
de MALDI/TOF-MS tal como se describe a continuacion.

Analisis de cligosacarido

[0225] Metodo de liberacion de oligosacarido para anticuerpos en
solucién

Se mezclaron entre 40 y 50 ug de anticuerpo con 2.5 mU de PNGasaF
(Glyko, U.S.A) en Tris 2 mM, pH 7.0 en un voiumen final de 25 microlitros, y
la mezcla se incubd durante 3 horas a 37° C.

Preparacién de la muestra para MALDI/TOF-MS

[0226] Los digestos enzimaticos gque contienen los oligosacaridos
liberados se incubaron durante 3 h adicionales a temperatura ambiente
después de la adicién de acido acético hasta una concentracion final de 150
mM, y se pasaron subsecuentemente a través de 0.6 ml de resina de
intercambio catiénico (resina AG50W-X8, forma hidrégeno, malla 100-200,
BioRad, Suiza) empacada dentro de una columna de cromatografia micro-
bio-spin (BioRad, Suiza) para remaver los cationes y proteinas. Se aplicé un
microlitro de la muestra resultante a una placa objetivo de acero inoxidable, y
se mezclo sobre la placa con 1 pl de matriz de sDHB. L.a matriz de sDHB se
prepard disolviendo 2 mg de acido 2,5-dihidroxibenzoico mas 0.1 mg de
acido 5-metoxisalicilico en 1 ml de etanol/cloruro de sodio acuoso 10 mM 1:1
(v/v). Las muestras se secaron con aire, se aplicaron 0.2 1l de etanol, y se

permitio finalmente que las muestras se re-cristalizaran bajo aire.

MALDI/TOF-MS

[0227] El espectrémetro de masas MALDI-TOF utilizado para adquirir
los espectros de masas era un Voyager Elite (Perspective Biosystems). El
instrumento se operd en la configuracion lineal, con una aceleracién de 20kV

y retraso de 80 ns. Se empleé la calibraciéon externa utilizando estandares de
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oligosacarido para la asignacion de masas de los iones. Los espectros de

200 disparos laser se sumaron para obtener el espectro final.
Ensayo de Enlace a antigeno

[0228] Se evaluaron los variantes anticuerpo  humanizado
monomeérico, purificadas para enlace a CD20 humano sobre células objetivo
de linfoma de celula B de Raji utilizando un ensayo basado en citometria de
fiujo, tal como se describid para el anticuerpo quimérico B-ly1 en el Ejemplo
1 anterior.

Enlace de glicovariantes de IgG1 monomérico a células NK y a linea celular
CHO que expresa Fc RIIIA

[0229] Se aislaron células NK humanas a partir de células
mononucleares de sangre periférica recientemente aisladas (PBMC)
aplicando un enriquecimiento de seleccion negativo para células CD16 y
CD56 positivas (sistema MACS, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach/Alemania). La pureza determinada mediante la expresion de CD56
estuvo entre 88-85%. Se incubaron células NK recientemente aisladas en
PBS sin iones calcio y magnesio {3 x 105 células/ml) durante 20 minutes a
37° C para remover I9gG asociado a célula NK cell. Las células se incubaron
a 106 células/ml en diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD20 (0,
0.1, 0.3, 1, 3, 10 pg/ml) en PBS, BSA0.1 %. Después de varios lavados se
detectd el anticuerpo de enlace mediante la incubacién con 1: 200 de FITC-
conjugado F(ab’); cabra anti-humano, I1gG F(ab"), especifico
(JacksonlnmunoReasearch, West Grove, PA/USA) y CD56-PE anti-humano
(BD Biosciences, Allschwil/Suiza). Los fragmentos anti-FcgammaRIIA 3G8
F(ab"): (Ancell, Bayport, MN/USA) se adicionaron a una concentracion de 10
ug/mi hasta completar el enlace de los glicovariantes de anticuerpo (3
ug/ml). Se determind la intensidad de fluorescencia referida a los variantes
de anticuerpo unidos para células positivas CD56 en un FACSCalibur (BD
Biosciences, Allschwil /Suiza). Las células CHO se transfectaron por medio
de electroporacidon (280 V, 950 pF, 0.4 cm) con un vector de expresion
codificante para la cadena o y la cadena y de FcgammaRIlNA-Val158. Los

transfectantes se seleccionaron mediante la adicion de 6 Ha/ml de
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puromicina y los clones estables se analizaron por medio de FACS utilizando
10 pl de anticuerpo monoclonal FITC-conjugado-anti-FecgammaRIll 3G8 (BD
Biosciences, Allschwil/Suiza) para 10° células. El eniace de IgGl a células
CHO que expresan FcgammaRIilA-Vall58 se desarrolld de manera analoga
al enlace de célula NK descrito anteriormente.

Ensayo ADCC

[0230] Se utilizaron células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC) como células efectoras y se prepararon utilizando
Histopaque-1077 (Sigma Diagnosticsinc., St. Louis, M063178 USA) vy
siguiendo esencialmente las instrucciones del fabricante. En breve, se tomé
sangre venosa de voluntarios con jeringas heparinizadas. La sangre se
diluyd 1.0.75-1.3 con PBS (que no contiene Ca++ or Mg++) y se acodé sobre
Histopaque-1077. El gradiente se centrifugd a 400 x g durante 30 min a
temperatura ambiente (RT) sin freno. La interfase que contiene la PBMC se
recolecté y se lavé con PBS (50 ml por células de dos gradientes) y se
coseché mediante centrifugacién a 300 x g durante 10 minutes a RT.
Después de la resuspension del pellet con PBS, se contaron las PBMC y se
lavaron una segunda vez mediante centrifugacién a 200 x g durante 10
minutes a RT. Las células se resuspendieron posteriormente en el medio
apropiado para los procedimientos subsecuentes.

[0231) La proporcién de efector a objetivo utilizada para los ensayos
de ADCC fue de 25:1 y 10:1 para PBMC y células NK, respectivamente. Las
células efectoras se prepararon en medio AIM-V a la concentracion
apropiada con el fin de afadir 50 ul por pozo de placas de 96 pozos de
fondo redondo. Las células objetivo eran células de linfoma B humano (por
ejemplo, células de Raji) que crecieron en DMEM que contiene FCS10%.
Las células objetivo se lavaron en PBS, se contaron y se resuspendieron en
AIM-V a 0.3 millones por ml con el fin de anadir 30'000 células en 100 pl por
micropozo. Los anticuerpos se diluyeron en AIM-V, afiadido en 50 pl a las
células objetivo pre-plaqueadas y se permitié que se unieran a los objetivos
durante 10 minutos a RT. Posteriormente se adicionaron las células
efectoras y la placa se incubo durante 4 horas a 37° C en una atmdsfera

humectada que contiene CO; 5%. Se evalud la muerte de las células
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objetivo mediante la medicion de liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH)
a partir de las células dafiadas utilizando el kit de Deteccién de Citotoxicidad
(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). Después de la incubacion de 4 horas
se centrigugaron las placas a 800 x g. Se transfirieron 100 pl de
sobrenadante de cada pozo a una nueva placa transparente de 96 pozos de
fondo plano. Se adicionaron 100 pl de soluciéon amortiguadora de sustrato de
color del kit por pozo. Se determinaron los valores de Vmax de la reaccion
de color en un lector de ELISA a 490nm durante la menos 10 min utilizando
un software SOFTmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA94089,
USA). Se midié la liberacion espontanea de LDH a partir de los pozos que
contienen Unicamente células objetivo y efectoras pero no anticuerpos. Se
determind la liberacibn maxima de los pozos que contienen unicamente
células objetivo y 1% de Triton X-100. Se calculé el porcentaje de muerte
mediada por anticuerpo especifico como sigue: ((x-SR)/(MR-SR)*100, donde
x es la media de Vmax a una concentraciéon especifica de anticuerpo, SR es

la media de Vmanx dela liberacion espontanea y MR es la media de Vmax de
la liberacidon maxima.

Ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento

[0232] Se contaron células objetivo, se lavaron con PBS, se
resuspendieron en AIM-V (Invitrogen) a 1 millon de células por mi. Se
plaquearon 50 pl de células por pozo en una placa de 96 pozos de fondo
plano. Se prepararon las discluciones de anticuerpo en AIM-V y se
afiadieron en 50 pl a las células. Se permitié que los anticuerpos se
enlazaran a las células durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
descongeld recientemente complemento de suero humano (Quidel), se
diluyo 3 veces con AIM-V y se afiadié en 50 pl a los pozos. Se prepard
complemento de conejo (Cedarlane Laboratories) tal como se describe por el
fabricante, se diluyd 3 veces con AIM-V y se afiadid en 50 pl a los pozos.
Como un control, se calentaron fuentes de complemento durante 30 min a

56° C antes de la adicion al ensayo.

Las placas de ensayo se incubaron durante 2h a 37° C. Se determiné la
mierte de las células mediante la medicion de la liberacién de LDH.
Brevemente, las placas se centrifugaron a 300 x g durante 3 min. Se

transfirieron 50 ul de sobrenadante por pozo a una nueva placa de 96 pozos
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y se adicionaron 50 pl del reactivo de ensayo del Kit de Citotoxicidad
(Roche). Una medida cinética con el lector de ELISA determind la Vmax
correspondiente con la concentracion de LDH en el sobrenadante. Se
determiné la liberacion maxima mediante la incubacidén de las células en
presencia de 1% de Trition X-100.

Ensayo de deplecion de célula B de sangre entera

(0233] El agotamiento de célula B normal en sangre entera por los
anticuerpos anti-CD20 se llevé a cabo tal como se describié en el Ejemplo 1
anterior.

Ensayo de apoptosis

[0234] Se ensayo la potencia apoptotica de los anticuerpos mediante
la incubacién del anticuerpo a 10 pg/ml (condiciones de saturacién con
respecto al antigeno de enlace) con las céluias objetivo (a una concentracién
de celula objetivo de 5 x 105 células/ml) durante la noche (16-24 h). Las
muestras se tifieron con AnnV-FITC y se analizaron mediante FACS. El
ensayo se hizo por triplicado.

[0235] Se realiza la deteccién mediante citometria de flujo al seguir la
aparicion de marcadores apoptéticos como anexina V y fosfatidi serina. El
control negativo (sin apoptosis inducida) no contenia ningan anticuerpo, sino
Unicamente solucion salina amortiguada de fosfato. El control positivo
(apoptosis maxima) contenia § micromolar del inductor fuerte de apoptosis
Camptotecina (CPT).

Resultados y Discusién

[0236] La comparacién de los variantes de anticuerpo B-HH1, B-HH2,
B-HH3, del antigeno de enlace a CD20 humano, bien sea acomplejados con
la cadena ligera de B-ly1 quimérico (mVL, tal como se describié en el
Ejemplo 1 anterior) o con la cadena ligera de B-ly1 (KV1) humanizado, y el
anticuerpo chB-ly1 quimérico, de origen (descrito en el Ejemplo 1 anterior)
mostré que todos los anticuerpos tienen un valor EC50 similar, pero el

constructo B-HH1 se une con una intensidad/estequeometria inferior que los
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variantes B-HH2 y B-HH3 (Figura 11). Puede d.istinguirse el B-HH1 del B-
HH2 y B-HH3 por sus regiones CDR1 y CDR2 parcialmente humanas
(definicion de Rabat), asi como también por el polimorfismo Ala/Thr en la
posicidén 28 (numeracion de Kabat). Esto indica que bien sea la posicion 28,
la CDR1 completa, y/o la CDR2 completa son importantes para la interaccion
anticuerpo/antigeno.

[0237] La comparacion de! B-HL1, B-HH1, y el anticuerpo quimérico
chB-ly1 de origen indico la ausencia de cualquier actividad de enlace en el
constructo  B-HL1, y  aproximadamente la mitad de la
intensidad/estequeometria de enlace del B-HH1 comparado con el B- ly1
(Figura 12). Tanto el B-HL1 asi como también B-HH1 se disefiaron con base
en marcos aceptores derivados de la clase del VH1 humano. Entre otras
diferencias, la posicion 71 (Numeracién de Kabat; la posicion 71 de Kabat
corresponde a la posicion 72 de SEQ ID NO:48) del constructo B-HL1 es una
diferencia significativa, que indica su importancia putativa para antigeno de
enlace.

[0238] Cuando se comparan los datos de enlace de antigeno de las
Figuras 8 a 13, los variantes BHH2-KV1, BHL8-KV1, y BHL11-KV1 muestran
la mejor afinidad de enlace, entre los diferentes variantes de anticuerpo
humanizados evaluados, para CD20 humana sobre la superficie de células
humanas. Las diferencias entre B-HH2, por un lado, y B-HL8 y B-HL11 por el
otro se localizan Unicamente en las regiones FR1 y FR2, siendo las tres
CDRs idénticas (comparar, por ejemplo, SEQ |ID NOs: 32, 56, y 60, los
cuales no estan numerados de acuerdo con Kabat, pero cuyas
numeraciones de Kabat pueden ser determinadas facilmente por una
persona versada en la materia. Los B-HL8 y B-HL11 tienen sus secuencias
de FR1 y FR2 derivadas de la clase VH3 humana, mientras que el marco de
B-HH2 completo se deriva de VH1 humana. El B-HL11 es un derivado de B-
HL8 con la mutacién simple Glu1Glin (la posicidon 1 es la misma tanto en la
numeracion de Kabat y en el sistema de numeraciéon convencional utilizado
en el listado de secuencias), con Gin siendo el residuo de aminoacido en el
constructo B-HH2. Esto significa que el intercambio de Glu1GIn no altera la
afinidad de enlace ni la intensidad. [.as otras diferencias entre B-HH2 y B-
HL8 son 14 residuos del marco, de los cuales uno o mas influiran el
comportamiento de antigeno de enlace de este anticuerpo.
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10239] El constructo B-HL4 se deriva del anticuerpo B-HH2 mediante
el reemplazo de FR1 del B-HH2 con aquel de la secuencia VH1_45 de la
linea germinal humana. Este constructo ensefia una capacidad de antigeno
de enlace considerablemente disminuida, a pesar de tener aminoacidos
diferentes en Unicamente tres posiciones dentro de FR1. Estos residuos se
localizan en las posiciones 2, 14, y 30 (Numeracion de Kabat). De estas, la
posicién 30 puede ser una posicion influyente, dado que hace parte de la
definicion de Chothia de la CDR1. Un analisis completo de todas las curves
de enlaces de las Figuras 9 a 13 indican que ios siguientes residuos de
cadena pesada de B-ly1 (Numeraciéon de Kabat) son importantes para
enlazar a CD20: N35 (extremo de CDR1 de Kabat), CDR1 de Kabat
completa, CDR2 de Kabat completa y COR3 de Kabat completa, residuos
A71 y R94 (en este caso R94 no puede ser reemplazado por una treonina) y
Y27. A28 y S30 también contribuyen en una medida menor. Adicionalmente
la CDR3 de Kabat y todos los residuos canénicos son importantes para el
antigeno de enlace. No se introdujeron mutaciones de vuelta en la cadena
ligera humanizada, que tenia las CDR1, CDR2 y CDR3 de Kabat completas
injertadas. En la induccion de apoptosis (Figuras 14,15 y 21), el variante mas
potente fue el variante BHH2-KV1 de B-ly1 humanizado (aun mas potente
que el chB-ly1 original y mucho mas potente que un anticuerpo con una
secuencia idéntica a rituximab, C2B8). Otros variantes humanizados
(derivados de BHL8) que pueden recuperar la apdptosis aumentada son: B-
HL12 a B-HL17 (ver Tabla) y BHH8 (armazones mezclados) y BHH9
{"armazones mezclados" con una mutacion de vuelta, S30T). Las posiciones
9 y 48 (Numeracion de Kabat) puedes contactar al antigeno. Los variantes
BHH4 a BHHY son otros variantes de B-ly1 humanizado que no intreducen
secuencias no-humanas adicionales.

[0240] Son propiedades impoﬁantes del anticuerpo B-ly1 humanizado
que este es un anticuerpo anti-CD20 tipo !l tal como se definié en Cragg, M.
S. y Glennie, M. J., Blood 103 (7).2738-2743 (Abril 2004},. Por lo tanto no
induce, después del enlace a CD20, ninguna resistencia significativa para la
extraccion por detergente no-idnico de CD20 a partir de la superficie de
celulas humanas CD20+, empleando el ensayo descrito para este propésito
en Polyak, M. J. y Deans, J. P., Blood 99(9): 3256-3262 (2002). Ciertamente

induce significativamente menos resistencia a la extracciéon por detergente
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no-ibnico de CD20 de io que lo hace en anticuerpo C2B8 (otro anticuerpo
anti-CD20 con secuencia idéntica a rituximab, (ver Pat. Pub. U.S. No. 2003
0003097 para Ref). Tal como se espera de un anticuerpo anti-CD20, el B-ly1
inmunizado no tuvo ninguna actividad mediada por lisis complementaria
significativa y ciertamente mas actividad mediada por lisis complementaria
que el anticuerpo C2B8 anti-CD20 (IgG1 quimérico con secuencia idéntica a
rituximab). Otra propiedad importante del anticuerpo B-ly1l humanizado fue
que el misme fue muy potente en el ensayo de agregacién homotipica. En
este ensayo, se incubaron células humanas CD20-positivas, células de
Daudi, en medio de cultivo celular durante hasta 24 horas a 37° C en una
atmosfera al 5% de CO; en un incubador de célula mamifera tal como se
describe en detélle en (referencia de Deans), con el anticuerpo a una
concentracion de 1 microgramo por ml y en paralelo a una concentracion de
5 microgramos por ml. Como una comparacion, se hizo una incubacion
paralela, de control de las células bajo condiciones idénticas pero utilizando
el anticuerpo C2B8 anti-CD20. Las células se inspeccionaron visuaimente en
diferentes puntos de tiempo, incluyendo 8 horas y 24 horas de incubacion,
utilizando un microscopio. Se encontré que el anticuerpo B-ly1 humanizado
conduce a una fuerte agregacién homotipica, con agregados que son
significativamente mas grandes que aquellos inducidos por la adicién del
anticuerpo en control C2B8. Adicionalmente, y consistente con que el
anticuerpo sea un anti-CD20 tipo |l, indujo niveles mas altos de apdptosis
cuando se incubaron las células CD20-positivas con el anticuerpo B-ly1
humanizado, con respecto al control bajo condiciones idénticas utilizando el

anticuerpo IgG1 quimérico C2B8 con secuencia idéntica a rituximab.

[0241] Las variantes glicodisefadas de los anticuerpos humanizados se
produjeron mediante co-expresion de GnTIIl glicosiltransferasa, junto con los
genes de anticuerpo, en células de mamifero. Esto condujo a un incremento
en la fraccion de oligosacaridos no-fucosilados unidos a la regién Fc de los
anticuerpos, incluyendo los oligosacaridos no-fucosilados bisecados, tal
como han sido descritos en WO 2004/065540 (Figuras 17-19). Los
anticuerpos glicodisefiados tienen niveles significativamente mas altos de
enlace a receptores FcgammaRIll humanos (Figura 20) y como también
actividad ADCC actividad (Figura 16), con respecto al anticuerpo no-

glicodisefnado y con respecto al anticuerpo C2B8. El anticuerpo humanizado
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B-ly1 también fue mas potente en la induccion del agotamiento de célula B
humana en un ensayo de sangre entera (Figura 16) que el anticuerpo de
control C2B8. Esto fue cierto tanto para el anticuerpo B-ly1 no-giicodisefiado
y para la version glicodisefiada del mismo. El anticuerpo giicodisefiado fue
aproximadamente 1000 veces mas potente que el anticuerpe de control
C2B8 anti-CD20 en el agotamiento de las células B en el ensayo de sangre
entera. Esta comparacion es importante tanto para las formas del anticuerpo
B- ly1 no-glicodisefiadas y para las glicodisefiadas humanizadas, porque
mostré en ensayos que las actividades combinadas dependientes del
receptor Fc, tales como ADCC, mas lisis mediada por complemento mas
induccion de apéptosis, que ambas formas de B-lyl fueron
significativamente més potentes que C2B8, aunque ambas formas de B-ly1
tienen actividad de lisis mediada por complemento dramaticamente
inferiores. El ADCC, las actividades de muerte celular dependientes de
receptor Fc y la induccién de apoOptosis se presentaron en esta actividad
superior de los variantes del anticuerpo B-ly1 hﬁmanizado. Adicionalmente,
en el ensayo de apoptosis, tanto las formas glicodisefadas y no-
glicodisefiadas de este anticuerpo anti-CD20 tipo Il fueron potentes, con los
variantes Fc-disefiados con afinidad de enlace aumentada para los
receptores Fcgamma siendo aun mas potente en la induccion de apoptosis
que el variante no-Fc-disefiado, y con todos los variantes siendo
significativamente mas potentes que el anticuerpo C2B8 de control. No se
conoce el mecanismo exacto para la agregacion homotipica mejorada y la
induccién de apdptosis mediada por anticuerpos anti-CD20 tipo |l y el enlace
concomitante a otras moléculas sobre la superficie de células CD20-
positivas, tales como los receptores Fc gamma, puede influir en esta
importante propiedad. Por lo tanto, fue importante demostrar que los
anticuerpos anti-CD20 de tipo |l que han sido disefiados en su region Fc
para afinidad de enlace aumentada a receptores Fc gamma, que incluyen
FcgammaRlll y con un incremento asociado en la actividad ADCC, seguiran
siendo capaces de inducir apéptosis fuerte, incluso mayor que los no Fe-
disefiados, y agregacién homotipica. La induccidn de apoptosis es
importante como in vivo, ya que existen localizaciones en el cuerpo donde
las células CD20- positivas objetivo pueden encontrarse, pero en donde el
acceso a las células FcgammaRlil-positivas es mas dificil que en la sangre,
tales localizaciones son, por ejemplo, nodos linfaticos. En aquellas

localizaciones, la induccion de apdptosis mediante el anticuerpo anti-CD20
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en si mismo puede ser crucial para la buena eficacia de la terapia de
anticuerpo anti-CD20 en humanos, tanto para el tratamiento de malignidades
hematoldgicas tales como los linfomas de no-Hodgkins y la leucemia
linfocitica de células B cronica, y para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes tales como la artritis reumatoide y el lupus a través de una
aproximacién de agotamiento de células B. La afinidad de enlace aumentada
para FcgammaRIll y ADCC mas alta del anticuerpo anti-CD20 tipo |l
humanizado, Fc-disefiado también puede ser un atributo muy importante
para tales terapias. Finalmente, la actividad de lisis mediada por
complemento reducida o despreciable de estos anticuerpos anti-CD20 de
tipo 1I, que incluyen variantes humanizadas y Fc-disefiadas, también puede
ser una activacion por complemento importante mas alta mediante los
anticuerpos anti-CD20 que ha sido correlacionada con efectos laterales
aumentados, no deseables.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula que se enlaza a antigeno glicodisefiada anti-CD20 Tipo |l

que comprende una regién variable de cadena pesada y una region variable de
cadena ligera, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno induce una
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) incrementada como un
resultado de dicho disefio sin perder sustancialmente la habilidad de inducir
apoptosis en células objetivo, y donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende al menos una region determinante de complementariedad (CDR)
del anticuerpo murino B-Ly1 seleccionado del grupo consistente de: el CDR1
de cadena pesada de SEQ ID NO : 15, SEQIDNO : 16 0 SEQ ID NO : 17; el
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO : 25, SEQ ID NO : 26 0 SEQ ID NO -
27, y el CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO : 28: el CDR1 de cadena
ligera de SEQ ID NO : 18; el CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO : 19; y el
CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO : 20.

2. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicaciéon 1, donde
dicha regién variable de cadena pesada comprende el CDR1 de cadena
pesada de B-Ly1 de SEQ ID NO : 15, SEQ ID NO : 16 0 SEQ ID NO : 17; el
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO : 25, SEQ ID NO : 26, 0 SEQ ID NO :
27,y el CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO : 28.

3. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2, donde dicha region variable de cadena ligera comprende el
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera de B-Ly1, representadas por SEQ (D
NO : 18, SEQ ID NO : 19y SEQ ID NO : 20, respectivamente.

4, La moiécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 1, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende una regién Fc que ha sido

glicodiseada para tener un incremento en la cantidad de oligosacaridos
bisecados complejos.

5. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 1, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende una regién Fc que ha sido
glicodisefiada para tener una disminucién en la cantidad de residuos de fucosa.
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6. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 1, donde
dicha regién variable de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos
que es seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO : 30; SEQ 1D No :
32; SEQ ID No : 34, SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID
No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48, SEQ ID No : 50;
SEQ ID No:52; SEQID No: 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID No:
80; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID
No: 70; y SEQ ID No: 72.

7. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacidon 3, donde

dicha regidn variable de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID No: 76.

8. La molécula que se enlaza a antigeno de [a reivindicacion 1, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno es una molécula que se enlaza a

antigeno humanizada que comprende un polipéptido que comprende:

a. una secuencia de CDR1 de cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste de SEQ IDNO : 15, SEQIDNO : 16 o SEQ ID NO : 17;

b. una secuencia de CDR2 de cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO : 25, SEQ ID NO : 26 o SEQ ID NO : 27,

C. el CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO : 28.

9. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 1, donde dicha
molécula que se enlaza a antigeno es una molécula que se enlaza a antigeno
humanizada que comprende un polipéptido que comprende: el CDR1 de
cadena ligera de SEQ ID NO : 18, el CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO :
19, y el CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO : 20.

10. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 1, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende un primer polipéptido
aislado que comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada de
SEQ ID NO: 40 y un segundo polipéptido aislado que comprende una
secuencia de regién variable de cadena ligera de SEQ ID NO:76.
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11.  La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicaciéon 1, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo humanizado que
tiene una habilidad incrementada para inducir apoptosis de células objetivo
luego de dicha humanizacién, donde:

a. el CDR1 de cadena pesada es SEQ ID NO:16;
b. el CDR2 de cadena pesada es SEQ ID NO:26; y
c. el CDR3 de cadena pesada es SEQ ID NO:28;

donde las regiones de marco (FRs) de las regiones variables de cadena
pesada, FR1, FR2 y FR3 de dicho anticuerpo son secuencias FR humanas
codificadas por la secuencia VH1_10 de la linea germinal humana y la regién
variable de cadena pesada FR4 de dicho anticuerpo es una secuencia humana
FR codificada por la secuencia JH4 de la linea germinal humana;

donde:

d. el CDR1 de cadena ligera es SEQ ID NO:18;
e el CDR2 de cadena ligera es SEQ ID NO:19; y
f. el CDR3 de cadena ligera es SEQ 1D NO:20;

donde las regiones variables de cadena ligera FRs, FR1, FR2 y FR3 de
dicho anticuerpo son secuencias FR humanas codificadas por la secuencia
VK2_40 de la linea germinal humana y la regién variable de cadena ligera FR4
de dicho anticuerpo es una secuencia humana FR codificada por la secuencia

JK4 de la linea germinal humana.

12. La molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene

una regién Fc con oligosacaridos maodificados.

13. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 12, donde al
menos el 20% de los oligosacaridos de la regién Fc de dicha molécula que se

enlaza a antigeno son bisecados, no fucosilados.

14.  La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 12, donde al
menos el 50% de los oligosacaridos de la region Fc de dicha molécula que se

enlaza a antigeno son no fucosilados.
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15. La molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno exhibe

una afinidad de unién aumentada Fc como resultado de dicho glicodisefio.

16. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 15, donde

dicho receptor Fc es el receptor FcyRIIIA.

17.  La molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno exhibe

una funcion efectora aumentada como resultado de dicho glicodisefio.

18. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicaciéon 17, donde
dicha funcién efectora aumentada es sefalizacion directa aumentada que
induce apoptosis.

19.  Una célula huésped que expresa al menos un &acido nucleico que
cadifica un polipéptido gue tiene actividad B{1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill en una cantidad suficiente para glicodisefar la
region Fc de una molécula que se enlaza a antigeno producida por dicha
célula huésped, donde dicho polipéptido es una molécula que se enlaza a
antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.

20. La célula huésped de la reivindicacion 19, que ademas comprende al
menos un polinucledtido transfectado que codifica la molécula que se enlaza a
antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, donde dicho Acido
nucleico comprende una secuencia que codifica a una region equivalente a la

region Fc de una inmunoglobulina humana.

21.  Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
una regién variable de cadena pesada de la reivindicacion 8, donde dicho
polinucledtido comprende una secuencia que tiene al menos un 80% de
identidad a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO
129, SEQID No: 31; SEQ ID No : 33, SEQ ID No : 35; SEQ ID No ; 37, SEQ ID
No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;: SEQ ID No : 45 SEQ ID No : 47:
SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID No: 53, SEQID No: 55 SEQID No:
57, SEQ ID No: 59; SEQ ID No: 61; SEQ ID No: 63; SEQ ID No : 65: SEQ ID
No : 67; SEQ ID No: 69; y SEQ ID No: 71.
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22. El polinucledtido de la reivindicacion 21, donde dicho polinucledtido
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ |D NO
1 29; SEQID No: 31; SEQIDNo:33;, SEQID No: 35, SEQID No: 37, SEQ ID
No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43; SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47,
SEQIDNo:49; SEQID No : 51; SEQ ID No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No .
57, SEQ ID No: 59; SEQ ID No: 61; SEQ ID No: 63; SEQ ID No : 65; SEQ ID
No : 67; SEQ ID No: 69; y SEQ ID No: 71.

23. El polinucleétido de la reivindicacién 21, donde dicho polinucledtido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido teniendo una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de: SEQ 1D NO : 30;
SEQID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID No .
40; SEQID No:42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID
No : 50: SEQ ID No : 52;: SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58;
SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No :
68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72, donde dicho polipéptido tiene

sustituciones conservativas de aminoacidos.

24. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
una region variable de cadena ligera de la reivindicacion 7, donde dicho
polinucledtido comprende la secuencia teniendo al menos un 80% de identidad
a SEQ ID NO:75.

25. El polinucledtido de la reivindicacién 24, donde dicho polinucledtido
comprende SEQ ID NO:75.

26. El polinucledtido de la reivindicacién 25, donde dicho polinucledtido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:786, donde dicho polipéptido tiene sustituciones
conservativas de aminoacidos.

27. Una molécula que se enlaza a antigeno anti-CD20 tipo || humanizada
que comprende una regién variable de cadena pesada y una regién variable de
cadena ligera, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende al
menos un CDR B-Ly1 seleccionado del grupo que censiste de: el CDR1 de
cadena pesada de SEQ ID NO : 15 SEQ ID NO : 16 o SEQ ID NO : 17; el
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO : 25, SEQ ID NO : 26 0 SEQ ID NO .
27, y el CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO : 28; el CDR1 de cadena
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ligera de SEQ ID NO : 18; el CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO : 19; y el
CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO : 20, donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno induce mayores niveles de apoptosis cuando se incuba con
células humanas CD-20 positivas relativo a un control bajo condiciones
idénticas usando el anticuerpo lgG1 quimérico C2B8 con una secuencia
idéntica a rituximab.

28. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 27, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende un CDR1 de cadena pesada de B-Ly1, un
CDR2 y un CDR3 representados por SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 26, y SEQ
ID NO : 28, respectivamente.

29. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 27 o 28,
donde dicha molécula que enlaza a antigeno comprende una region variable de
cadena ligera que comprende el CDR1, CDR2, y CDR3 de cadena ligera de B-
Ly1, representadas por SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19 y SEQ ID NO : 20,
respectivamente,

30. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 27, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende la regién variable de
cadena pesada que es seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO
30; SEQ IDNo: 32, SEQID No:34; SEQID No: 36: SEQIDNo: 38 SEQID
No : 40; SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48;
SEQID No : 50; SEQID No:52; SEQID No: 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No :
28, SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID
No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72.

31.  La molecula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 27, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende una regidn variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:40.

32. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 29, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno comprende la region variable de
cadena ligera KV1 de SEQ ID NO:76.

33. La molécula que enlaza a antigeno de la reivindicacion 27, donde dicha

molécula que enlaza antigeno comprende un primer polipéptido aislado que
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comprende una secuencia de region variable de cadena pesada de SEQ D
NO:40 y un segundo polipéptido aislado que comprende una secuencia de
region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:76.

34. Lamolécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 27, donde

)] dicha region variable de cadena pesada comprende el CDR1 de
cadena pesada de B-Ly1 de SEQ 1D NO : 16, el CDR2 de cadena pesada de B-
Ly1 de SEQ ID NO : 26, 0 SEQ ID NO : 27; y el CDR3 de cadena pesada de B-
Ly1 de SEQ ID NO : 28; las regiones de marco (FRs) de cadena pesada, FR1,
FR2 y FR3, codificadas por la secuencia VH1_10 de la linea germinal humana
y la regiéon de cadena pesada FR4 codificada por la secuencia JH4 de la linea
germinal humana; y

i) dicha regiéon variable de cadena ligera comprende el CDR1,
CDR2, y CDR3 de cadena ligera de B-Ly1, representadas por SEQ D NO : 18,
SEQ ID NO : 19 y SEQ ID NO : 20, respectivamente, las regiones FR1, FR2 y
FR3 de cadena ligera, codificadas por la secuencia VK2_40 de la linea
germinal humana y la region FR4 de cadena ligera codificada por la secuencia
JK4 de la linea germinal humana.

35.  Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
una region variable de cadena pesada de la reivindicacion 30 donde el
polinucledtido comprende una secuencia teniendo al menos 80% de identidad
a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO : 29;
SEQID No: 31, SEQID No:33; SEQID No:35; SEQID No:37,SEQIDNo:
39; SEQ ID No: 41; SEQ ID No : 43; SEQ ID No: 45; SEQ ID No ; 47: SEQ ID
No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID No : 53; SEQ ID No : 55: SEQ ID No : 57;
SEQ ID No: 59; SEQ ID No: 61; SEQ 1D No: 63: SEQ ID No : 65; SEQ ID No :
67, SEQ ID No: 69; y SEQ ID No: 71.

36.  El polinucledtido de la reivindicacion 35, donde dicho polinucleétido
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO
129, SEQID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQID No : 35; SEQID No : 37: SEQ ID
No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43; SEQ ID No : 45: SEQ ID No : 47,
SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID No : 53; SEQID No : 55; SEQ ID No :
57; SEQ [D No: 59; SEQ ID No: 61; SEQ ID No: 63; SEQ ID No : 65: SEQ ID
No : 67; SEQ ID No: 69; y SEQ ID No: 71.
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37. El polinucleédtido de la reivindicaciéon 35, donde dicho polinucieétido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste de: SEQ ID NO : 30; SEQ
ID No: 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40;
SEQIDNo:42: SEQIDNo:44; SEQID No: 46 SEQID No:48; SEQID No :
50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ |ID
No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ
ID No: 70; y SEQ ID No: 72, donde dicho polipéptido tiene sustituciones
conservativas de aminoacidos.

38. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
una region variable de cadena ligera de la reivindicacién 32, donde dicho
polinucledtido comprende una secuencia que tiene al menos un 80% de
identidad a SEQ ID NQO: 75.

39. El polinucleétido de la reivindicacién 38, donde dicho polinucledtido
comprende SEQ ID NO:75.

40. El polinucleétido de la reivindicacién 38, donde dicho polinucleétido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:76, donde dicho polipéptido tiene sustituciones
conservativas de aminoacidos.

41. La molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 27 a 34, donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende una regién Fc glicodisefiada.

42. La molécula que se enlaza a antigenc de la reivindicacién 41, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene un aumento en la fraccion de

oligesacaridos no fucosilados unidos a dicha region Fc glicodisefiada.

43. La molécula que se enlaza de antigeno de la reivindicacion 41, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene un aumento en la fraccién de
oligosacaridos bisecados, no fucosilados unidos a dicha regién Fc
glicodisefada.
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44. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 41, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene niveles significativamente mas
aitos de union a los receptores humanos FcgammaRlll relativo a la molecula

que se enlaza a antigeno no glicodisefiada.

45. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 41, donde
dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene niveles significativamente
mayores de actividad citotoxica celular dependiente de anticuerpo, ADCC,

relativa a la molécula que se enlaza a antigeno no glicodisefiada.

46. Un vector de expresién que comprende el polinucleédtido de cualquiera
de las reivindicaciones 21 a 26 0 35 a 40.

47. Una célula huésped que comprende el vector de expresién de la
reivindicacion 46.

48.  Una composicion farmacéutica que comprende una molécula que se une
a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1a 18,27 a 34 041 a45y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

49. Un meétodo para producir una molécula que se enlaza a antigeno anti-
CD20, dichc método comprende:

a. cultivar una célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones
19, 20 0 47 bajo condiciones que permitan la produccion de dicha molécula
que se enlaza a antigeno; y

b. aislar dicha molécula que se enlaza a antigeno;

50.  Un método para producir en una célula huésped una molécula que se
enlaza a antigeno anti-CD20 que tiene una region Fc con oligosacéridos

modificados y disefiada para tener una funcién efectora aumentada, dicho
método comprende:

a. cultivar una célula huésped disefiada para expresar al menos un
acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad B(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa lll bajo condiciones que permitan la produccién de

dicha molécula que se enlaza a antigeno, y la cual permite la modificacion de
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los oligosacaridos presentes en la region Fc de dicha molécula que se une a
antigeno; y

b. aislar dicha molécula que se enlaza a antigeno;

donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es una proteina de
fusion que incluye un polipéptido que tiene una secuencia de regién variable
seleccionada del grupo que consiste de: SEQ 1D NO : 30; SEQ ID No : 32; SEQ
ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID No : 42;
SEQID No:44; SEQIDNo: 46; SEQID No: 48 SEQID No: 50 SEQ ID No :
52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID
No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ 1D No: 70; SEQ
ID No: 72, y SEQ ID No: 76, y una regidn equivalente a la regién Fc de una
inmunocglobulina.

51.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 49, donde dichos
oligosacaridos modificados tienen una fucosilacién reducida comparado con los
oligosacaridos no modificados.

52.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 49, donde dicha molécula
que se une a antigeno producida por dicha célula huésped tiene una proporcion
aumentada de oligosacaridos bisecados, no fucosilados en la regién Fc de
dicho polipéptido.
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Enlazante

Inicio de la SEQ ID NO:3 (aminoacido) y la SEQ ID NO: 4 (nucleétido)

GACATTGTGC TCACCCARAC TACA|AATCCA GTCACTCTTG GARCATCAGC TTCCATCTCC TGCAGGTCTA GTAAGAGTCT CCTACATAGT AATGGCATCA
CTGTAACACG AGTGGCTTTG ATGT|TTAGGT CAGTGAGAAC CTTGTAGTCG AAGGTAGAGG ACGTCCAGAT CATTCTCAGA GGATGTATCA TTACCGTAGT

p Ir v nT¢oQ T T NP VT IL G T S

CTTATTTGTA TTGGTATCTG CAGAAGCCAG GCCAGTCTCC TCAGCICCTG
GAATAAACAT AACCATAGAC GTCTTCGOTC CGGTCAGAGG ALTCGAGGAC
T ¥ L Y W Y L Q K P G Q S P Q L L

CAGTGGGTCA GGAACTGATT TCACACTGAG AATCAGCAGA GTGGAGGCTG
GTCACCCAGT CCTTGACTAA AGTGTGACTC TTAGTICGTCT CACCTCCGAC

A 8§ I 8 C R S8 8 K § L L H $ N G I

ATTTATCAGA TGTCCAACCT TGTCTCAGGA GTCCCAGACA GGTTCAGTAG
TAAATAGTCT ACAGGTTGGA ACAGAGTCCT CAGGETCTGT CCAAGTCATC
I ¥y M s ¥ L V S GG V P D R F s

Af1ITI

o ——
AGGATGTGGG TGTTTATTAC TGTGCTCAAA ATCTAGAACT TCCGTACACG
TCCTACACCC ACAAATAATG ACACGAGTTT TAGATCTTGA AGGCATGTGC

s s ¢ 8 ¢ TTDpP F TIL RI SR V EA EDV 66GVYY CAQ NL E L P YT
B ettt e et e B-Lyl v.l...... I >
TTCGGAGGGG GGACCAAGCT GGAAATAAAA CGG
AAGCCTCCCC CCTGGTTICGA CCTTTATITT GCC
F 6 G 66 T XK L E I K R
> et B-Lyl v.le........... >>
FIG. 2
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