ANTICUERPO ANTI-FcRn O FRAGMENTO DE UNION A ANTIGENO
DEL MISMO CON ESTABILIDAD MEJORADA

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

[001] La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud coreana n.° 10-
2022-0066176, presentada el 30 de mayo de 2022, las solicitudes provisionales de
patente estadounidenses n.° 63/352.948, presentada el 16 de junio de 2022, n.°
63/370.772, presentada el 8 de agosto de 2022, n.° 63/377.283, presentada el 27
de septiembre de 2022, y n.° 63/499.116, presentada el 28 de abril de 2023, cada

una de las cuales se incorpora aqui por referencia en su totalidad.

Incorporacion por referencia de la lista de secuencias
[002] | contenido del archivo de texto denominado MUNO-
008 001WO_SeqList.xml, que se creo el 25 de mayo de 2023 y tiene un tamafio de

61,442 bytes, se incorpora por la presente como referencia en su totalidad.

Campo técnico
[003] La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-FcRn o un fragmento

de unién a antigeno del mismo con estabilidad mejorada y a sus usos.

Antecedentes de la técnica

[004] Las causas de las enfermedades autoinmunes se han estudiado durante
mucho tiempo desde perspectivas genéticas, ambientales e inmunoldgicas, pero
aun se desconoce la causa exacta de la enfermedad. Muchos estudios recientes
han revelado que varias enfermedades autoinmunes son causadas por
autoanticuerpos de tipo IgG. De hecho, en estudios para el diagnostico y tratamiento
de enfermedades autoinmunes, se ha investigado ampliamente la relacidon entre la
presencia, ausencia o reduccion de autoanticuerpos especificos de la enfermedad
y el efecto terapéutico de los mismos.

[005] Como agente terapéutico para dichas enfermedades autoinmunes, el
agente de primera linea es una inyeccion sistémica de esteroides en dosis altas, y

cuando los sintomas son graves o dificiles de controlar con esteroides, se aplica la



administracion de IGIV (inmunoglobulina intravenosa) en dosis altas o
plasmaféresis. Los esteroides en dosis altas pueden tener un efecto débil o tener
efectos secundarios graves cuando se usan repetidamente. En el caso de la IGIV y
la plasmaféresis, el costo del tratamiento es elevado y existen diversos efectos
secundarios y riesgos de infeccion, por lo que se necesita urgentemente el
desarrollo de un agente terapéutico en este campo de tratamiento.

[006] Por otra parte, recientemente se esta estudiando un agente terapéutico
para enfermedades autoinmunes que utiliza un anticuerpo FcRn (Patente Coreana
No. 10-1815265). Se trata de un farmaco con un nuevo mecanismo, en el que el
anticuerpo bloquea el FcRn (receptor Fc neonatal), que esta implicado en el reciclaje
de 1gG, y aumenta el catabolismo de IgG en el organismo, disminuyendo asi los
niveles de autoanticuerpos para tratar las enfermedades. Se espera que este
anticuerpo anti-FCRn sea un producto que pueda resolver los problemas de los
agentes terapéuticos existentes.

[007] Sin embargo, para aplicar este anticuerpo a enfermedades autoinmunes
graves como el pénfigo o la neuromielitis, que son causadas por la generacion de
un autoanticuerpo contra un autoantigeno en el organismo, es necesario desarrollar
un anticuerpo con estabilidad manteniendo la afinidad y la actividad biolégica del

anticuerpo existente.

Documento de la técnica anterior
Documento de patente
[008] (Documento de patente 1) KR 10-1815265 B

Divulgacion de la invencion

Problema técnico

[009] En consecuencia, los presentes inventores produjeron variantes del
anticuerpo anti-FcRn con estabilidad mejorada al reducir significativamente la tasa
de produccion de agregados mientras se mantiene la afinidad y la actividad biolégica
del anticuerpo anti-FcRn HL161AN desarrollado previamente, completando asi la

presente invencion.



Resumen

[0010] En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
anti-FcRn o un fragmento de union a antigeno del mismo que comprende una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:
5, HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y HCDR3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, en la que el
aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 esta sustituido
por otro aminoacido, o el aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 5 esta sustituido por otro aminoacido. En algunas realizaciones, el
aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 se sustituye
con Ser (S) o GIn (Q). En algunas realizaciones, el aminoacido de C2 en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 se sustituye con Ser (S) o Tyr (Y).
[0011] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
anti-FcRn o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 4 y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8, en la que el aminoacido de N25 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 se sustituye con otro aminoacido, y el aminoacido de
C32 0 Q82 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 se sustituye con otro
aminoécido. En algunas realizaciones, el aminoacido de N25 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 se sustituye con Ser (S) o GIn (Q). En algunas
realizaciones, el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8 se sustituye con Ser (S) o Tyr (Y). En algunas realizaciones, el aminoacido
de Q82 en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 8 puede sustituirse con Glu
(E), pero no se limita a ello.

[0012] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FcRn o el fragmento de union
a antigeno proporcionado en el presente documento comprende una regién variable

de cadena pesada que comprende un marco compuesto por la region marco 1 (FR1)



de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, FR2 de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16, FR3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17 y FR4 de la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 18. En algunas
realizaciones, el amino4cido de Q16 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17 se sustituye por otro aminoacido. En algunas realizaciones, el aminoacido
de Q16 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 se sustituye por Glu (E).
[0013] En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-FCRn o un
fragmento de union a antigeno del mismo que comprende: una region variable de
cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 9, LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 3;y
una region variable de cadena pesada que comprende HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, HCDR2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

[0014] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn comprende una region
Fc, en donde la region Fc es una region Fc IgG1 o una regién Fc IgG4. En algunas
realizaciones, la region Fc es una region Fc IgG1l que comprende sustituciones de
aminoacidos Leu234Alay Leu235Ala. En algunas realizaciones, la regién Fc es una
region Fc IgG4 que comprende una mutacién S228P.

[0015] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un
polinucledtido que codifica el anticuerpo anti-FCRn o un fragmento de union a
antigeno del mismo.

[0016] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un vector de
expresion recombinante que comprende el polinucleétido.

[0017] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula
huésped transformada con el vector de expresion recombinante.

[0018] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para
producir un anticuerpo anti-FCRn o un fragmento de union a antigeno del mismo,
gue comprende cultivar la célula huésped para producir un anticuerpo; y aislar y
purificar el anticuerpo producido para recuperar un anticuerpo que se une

especificamente a FcRn.



[0019] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una
composicion farmacéutica para tratar una enfermedad autoinmune, que comprende
el anticuerpo anti-FcRn o su fragmento de unidon a antigeno. En algunas
realizaciones, la enfermedad autoinmune es una seleccionada del grupo que
consiste en: neutropenia autoinmune, sindrome de Guillain-Barré, epilepsia,
encefalitis autoinmune, sindrome de Isaacs, sindrome del nevo, pénfigo vulgar,
pénfigo deciduo, penfigoide ampolloso, epidermdlisis ampollosa adquirida,
penfigoide gestacional, penfigoide de las membranas mucosas, sindrome
antifosfolipido, anemia autoinmune, enfermedad de Graves autoinmune,
enfermedad ocular tiroidea (TED), sindrome de Goodpasture, miastenia gravis,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus, purpura trombocitopénica idiopatica
(ITP), anemia hemolitica autoinmune caliente (WAIHA), polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), nefritis lUpica, nefropatia por IgA
(enfermedad de Berger), dermatomiositis, miopatia autoinmune necrosante y
nefropatia membranosa..

[0020] En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para
tratar una enfermedad autoinmune en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto el anticuerpo anti-FcRn o su fragmento de union a antigeno o
la composicidén farmacéutica. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.
En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que
consiste en: neutropenia autoinmune, sindrome de Guillain-Barré, epilepsia,
encefalitis autoinmune, sindrome de Isaacs, sindrome de nevo, pénfigo vulgar,
pénfigo deciduo, penfigoide ampolloso, epidermdlisis ampollosa adquirida,
penfigoide gestacional, penfigoide de membrana mucosa, sindrome antifosfolipido,
anemia autoinmune, enfermedad de Graves autoinmune, sindrome de
Goodpasture, miastenia gravis, esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus,
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), nefritis lUpica y nefropatia membranosa.
[0021] En algunas realizaciones, la administracion es parenteral. En algunas
realizaciones, la administracion es subcutanea o intravenosa. En algunas
realizaciones, la administracion es a una dosis de 300 mg a 2400 mg. En algunas
realizaciones, la administracion es una vez a la semana, una vez cada dos

semanas, una vez cada tres semanas o una vez al mes. En algunas realizaciones,



la administracion es subcutanea una vez a la semana a una dosis de 300 mg a 900
mg. En algunas realizaciones, la administracion es subcutanea una vez cada dos
semanas a una dosis de 300 mg a 1800 mg. En algunas realizaciones, la
administracion no da como resultado una disminucién de mas del 5 % o mas del 10
% en los niveles de albumina en sangre en el sujeto en comparacion con los niveles
de albumina en sangre antes de la administraciéon del anticuerpo anti-FCRn o
fragmento de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la administracion no da
como resultado un aumento de mas del 5 % o méas del 10 % en los niveles de
colesterol total en sangre o lipoproteina de baja densidad (LDL) en el sujeto en
comparacion con los niveles de colesterol total en sangre o LDL antes de la

administracion del anticuerpo anti-FcRn o el fragmento de unién a antigeno.

Efectos de la invencion

[0022] El anticuerpo especifico de FCRn segun la presente invencion tiene una
estabilidad mejorada, como por ejemplo reduciendo la tasa de produccién de
agregados, al mismo tiempo que tiene una productividad y una actividad biolégica
excelentes en comparacion con el anticuerpo original, HLL61AN. El anticuerpo de
la presente invencion no solo tiene una alta afinidad por FCRn, sino que también
tiene o se predice que tendra una alta especificidad y una inmunogenicidad nula o
baja, y se une a FcRn para reducir significativamente la cantidad de autoanticuerpos
patégenos en la sangre. Por lo tanto, se puede utilizar para el tratamiento de una

enfermedad autoinmune.

Breve descripcion de los dibujos

[0023] La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un disefio in silico de la variante
HL161AN.

[0024] La FIG. 2 es un dibujo que muestra el sitio de modificacion
postraduccional (PTM) previsto de la cadena ligera HL161AN.

[0025] La FIG. 3 es un dibujo que muestra el sitio de modificacion
postraduccional (PTM) previsto de la cadena pesada HL161AN.

[0026] La FIG. 4 es un dibujo que muestra una cobertura de secuencia del 100

% confirmada mediante el tratamiento de una muestra estandar interna de HL161AN



obtenida de la linea celular productora de HL161AN (#8G7) con dos enzimas,
mezcla de tripsina+Lys C y quimotripsina, respectivamente.

[0027] La FIG. 5 es un dibujo que muestra los resultados del disefio in silico de
la variante HL161AN (arriba) y los resultados del analisis del paratopo de HL161AN
para FCRn humano (abajo). Especificamente, muestra los resultados del disefio de
la variante mediante la ingenieria de los tres sitios de aminoacidos (L:Asn25,
H:Cys32, H:GIn82) que pueden afectar la estabilidad del anticuerpo HL161AN. Aqui,
la elipse indica el sitio de sustitucion del sitio PTM seleccionado. Ademas, el
paratopo de HL161AN se indica en letras en negrita, y la region CDR segun el
sistema IgBlast Kabat se indica mediante subrayado. * indica el sitio de sustitucion
del aminoé&cido seleccionado.

[0028] La FIG. 6 es un dibujo que muestra los resultados de SDS-PAGE de las
variantes de HL161AN.

[0029] La FIG. 7 es un dibujo que muestra los resultados de SPR de las variantes
de HL161AN.

[0030] La FIG. 8 es un dibujo que muestra los resultados obtenidos al confirmar
la union de las variantes de HL161AN y hFcRn usando FACS.

[0031] La FIG. 9 es un dibujo que muestra los resultados obtenidos al confirmar
el efecto de las variantes de HL161AN para bloquear hFcRn usando FACS.

[0032] La FIG. 10 es un dibujo que muestra el grado de aumento en agregados
de la variante de HL161AN (1 mg/mL) en una prueba de estabilidad realizada en
condiciones aceleradas a 40°C.

[0033] La FIG. 11 es un dibujo que muestra el grado de aumento de fragmentos
de la variante HL161AN (1 mg/mL) en una prueba de estabilidad realizada en
condiciones aceleradas a 40°C.

[0034] La FIG. 12 es un dibujo que muestra los resultados obtenidos al confirmar
la unibn de hFcRn y las ocho variantes de alta concentracion de HL161AN
seleccionadas después del primer cribado in vitro mediante FACS.

[0035] La FIG. 13 es un dibujo que muestra los resultados obtenidos al confirmar
el efecto de las ocho variantes de alta concentracion de HL161AN seleccionadas
después del primer cribado in vitro para bloquear hFcRn mediante FACS.



[0036] La FIG. 14 es un dibujo que muestra los resultados de SDS-PAGE de las
ocho muestras de la variante HL161AN de alta concentracion.

[0037] La FIG. 15 es un dibujo que muestra los resultados de SEC-HPLC de las
ocho muestras de variantes HL161AN de alta concentracion.

[0038] La FIG. 16 es un grafico que muestra los resultados obtenidos al
comparar la produccion de agregacion entre muestras de la variante HL161AN.
[0039] La FIG. 17 es un dibujo que muestra los resultados del catabolismo de
biotina-hilgG de las variantes HL161AN (20 mg/kg) en ratones Tg. Muestra los
resultados obtenidos mediante la recoleccion de sangre a las 24, 48, 72, 96, 120 y
168 horas después de la administracion del trazador y la medicién de la
concentracion de biotina-hlgG mediante ELISA.

[0040] La FIG. 18 es un dibujo que muestra la reduccién de IgG en monos
después del tratamiento con HL161ANS (IMVT-1402).

[0041] Las FIG. 19A-19C son dibujos que muestran los niveles de albamina, LDL
y colesterol, respectivamente, en monos después del tratamiento con HL161ANS
(IMVT-1402).

[0042] La FIG. 20 es un esquema que muestra el disefio del estudio clinico
descrito en el Ejemplo 13. Abreviaturas: AUC = area bajo la curva de concentracion-
tiempo; Cmax = concentracion maxima observada; IV = intravenoso; MAD = dosis
ascendente multiple; PK = farmacocinética; QW = una vez a la semana; SAD = dosis
Unica ascendente; SC = subcutaneo.

Descripcion detallada para llevar a cabo la invencién

Variante de anticuerpo anti-FcRn o fragmento de unién a antigeno del mismo

[0043] En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
anti-FcRn o un fragmento de union a antigeno del mismo con estabilidad mejorada,
gue comprende una region variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, LCDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y LCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena
pesada que comprende HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de



SEQ ID NO: 5, HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6, y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.
[0044] Luego, el aminoacido de N3 en la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO: 1 puede ser sustituido con otro aminoacido, o el aminoacido de C2 en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 puede ser sustituido con otro
aminoacido. «El aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1» se refiere al aminoacido (Asparagina) en la posicion 3 de SEQ ID NO: 1; y “el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5” se refiere al
aminoacido (Cisteina) en la posicion 2 de SEQ ID NO:5.

[0045] Como se utiliza en el presente documento, el término "FCRn" o "receptor
Fc neonatal" es una proteina relacionada con el MHC de clase | que se expresa en
células endoteliales vasculares y se une a IgG y albimina. Un rasgo caracteristico
es que la union entre IgG y FcRn es fuerte cuando el pH es débilmente acido, y no
hay fuerza de unién a pH neutro. Por lo tanto, la IgG que entra en las células por
pinocitosis o endocitosis se une fuertemente a FCRn, un tipo de receptor Fc gamma
(FcyR), en endosomas en condiciones de pH 6,0, y por lo tanto puede evitar la via
degradativa de los lisosomas. Al reciclarse de nuevo a la membrana celular, la IgG
se disocia rapidamente de FcRn en el torrente sanguineo a pH 7,4. Se sabe que
mediante este mecanismo de reciclaje mediado por el receptor, FCRn bloguea
eficazmente la degradacién de IgG en los lisosomas, prolongando asi la vida media
de la IgG. Es decir, FcRn se une a un anticuerpo del isotipo IgG y actia como
receptor para recuperar el anticuerpo, desempefiando asi un papel importante en el
mantenimiento del nivel de anticuerpos en suero.

[0046] Por otra parte, se ha sugerido que las enfermedades autoinmunes
causadas por autoanticuerpos pueden tratarse reduciendo la vida media sérica de
IgG inhibiendo la union de IgG a FcRn (Li et al., J. Clin. Invest., 115:3440, 2005).
[0047] Como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo anti-
FcRn" se utiliza indistintamente con "variante de anticuerpo anti-FCRn", y es un
anticuerpo especifico para FcRn. El anticuerpo incluye una forma de anticuerpo
intacta, asi como un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo.

[0048] En general, las moléculas de anticuerpo obtenidas de seres humanos se

relacionan con cualquiera de las clases de inmunoglobulina (1gG, IgM, IgA, IgE e



10

IgD), que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la
molécula. Ciertas clases también tienen subclases, como IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4,
y otras. Ademas, en seres humanos, la cadena ligera puede ser una cadena kappa
0 una cadena lambda. Por consiguiente, en una realizacion, el anticuerpo divulgado
en el presente documento es un anticuerpo IgG humano. En algunas realizaciones,
el anticuerpo es un anticuerpo IgG1. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo IgG4. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRn descrito en este
documento es un anticuerpo sintético basado en estructuras proteicas, que tienen
la capacidad de unirse a FcRn.

[0049] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn es un anticuerpo
monoclonal. El término “anticuerpo monoclonal” (MAb o mAb) o “composicion de
anticuerpo monoclonal”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen solo una especie molecular de
molécula de anticuerpo que consiste en un producto génico de cadena ligera unico
y un producto génico de cadena pesada Unico.

[0050] Como se utiliza en el presente documento, el término "fragmento de union
a antigeno" se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo intacto que
conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno determinado, es
decir, FcRn. Un fragmento del anticuerpo en la presente invencion incluye
anticuerpos monocatenarios, anticuerpos biespecificos, anticuerpos triespecificos,
anticuerpos multiespecificos tales como diacuerpos, tricuerpos y tetracuerpos,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab")2, Fd, scFv, anticuerpos de dominio, anticuerpos
de doble especificidad, minicuerpos, scap (proteina activadora de escision de
proteina de unidn reguladora de esterol), anticuerpos recombinantes quelantes,
tricuerpos, bicuerpos, intracuerpos, nanocuerpos, SMIP (inmunofarmacos
modulares pequefios), proteinas de fusion de inmunoglobulina de dominio de union,
anticuerpos camelizados, anticuerpos que contienen VHH, derivados de regién
constante de anticuerpo, pero no se limita a ellos.

[0051] Un anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de uniébn a antigeno
proporcionado en el presente documento puede ser un anticuerpo humanizado, un

anticuerpo humano, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo murino.
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[0052]

mantenga la funcién de unidn a FcRn, cualquier tipo de fragmento del anticuerpo

Sera evidente para un experto en la materia que, siempre que se

segun la presente divulgacién exhibird4 las mismas propiedades que el anticuerpo
segun la presente divulgacion.
[0053]

divulgados en el presente documento se exponen en la Tabla 1. Las CDR se definen

Las secuencias CDR ejemplares de los anticuerpos anti-FCRn

segun el sistema de Kabat.

[Tabla 1]
CDR1 CDR2 CDR3
VL | GGNNIGSTSV
DDSDRPS QVRDSSSDHVI
H (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 3)
HL161 1)
AN VH VISGSGGSTYYADSVK
SCVMT (SEQID G TPWWLRSPFFDY
NO: 5) (SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 6)
VL | GGSNIGSTSVH | DDSDRPS QVRDSSSDHVI
HL161 (SEQID NO:9) | (SEQID NO: 2) (SEQ ID NO: 3)
VH VISGSGGSTYYADSVK
ANS SSVMT G TPWWLRSPFFDY
(SEQ ID NO: 11) (SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 6)
VL | GGQNIGSTSV
H DDSDRPS QVRDSSSDHVI
(SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 3)
HL161 (SEQID NO: 13)
ANQ VH VISGSGGSTYYADSVK
SSVMT s TPWWLRSPFFDY
(SEQID NO: 11) (SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 6)
[0054] En una realizacion, el anticuerpo anti-FCRn o su fragmento de unién a

antigeno comprende una region variable de cadena ligera que comprende LCDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, LCDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena

pesada que comprende HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 5, HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6 y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, en
donde el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 puede
sustituirse por otro aminoacido, o el aminoacido de C2 en la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 5 puede sustituirse por otro aminoéacido.

[0055] Como se utiliza en el presente documento, el término "cadena pesada
(HC)" se refiere tanto a una cadena pesada de longitud completa que comprende
un dominio de region variable VH que comprende una secuencia de aminoacidos
gue tiene una secuencia de region variable suficiente para conferir especificidad a
un antigeno y tres dominios de region constante CH1, CH2 y CH3, y un fragmento
de la misma. Ademas, como se utiliza en el presente documento, el término “cadena
ligera (LC por sus siglas en inglés)” se refiere tanto a una cadena ligera de longitud
completa que comprende un dominio de regién variable VL que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una secuencia de region variable suficiente
para conferir especificidad a un antigeno y un dominio de region constante CL, y un
fragmento de la misma.

[0056] Tal y como se utiliza aqui, el término “variable” indica que una porcién
especifica de una regién variable es significativamente diferente en secuencia entre
anticuerpos. La region V media la unién al antigeno y define la especificidad de un
anticuerpo concreto para su antigeno particular. La variabilidad se concentra en tres
segmentos denominados regiones hipervariables (HVR), es decir, CDR, tanto en la
region variable de la cadena ligera como en la de la pesada. Las partes mas
conservadas de las regiones variables se denominan regiones marco (FR). Las
regiones variables de las cadenas ligera y pesada tienen estructuras FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4 desde el extremo N al extremo C.

[0057] Como se utiliza en el presente documento, el término "CDR (region
determinante de complementariedad)" se refiere a una secuencia de aminoacidos
de una region hipervariable de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina. La
cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) y la cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y
LCDR3) contienen cada una tres CDR. Las CDR proporcionan residuos de contacto

clave para la unién de un anticuerpo a un antigeno o epitopo.
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[0058] Como se utiliza en el presente documento, el término "sustitucion con otro
aminoacido" se refiere a una sustitucion con otro residuo de aminoacido que tiene
propiedades similares a la secuencia de aminoécidos original. No esta
particularmente limitado siempre que las propiedades del anticuerpo de acuerdo con
la presente divulgacion se mantengan incluso si se produce la sustitucion de
aminoacidos. El "aminoacido" introducido por la sustitucidon anterior puede ser
cualquiera seleccionado del grupo que consiste en lisina (K), alanina (A), arginina
(R), asparagina (N), acido aspartico (D), cisteina (C), glutamina (Q), acido glutdmico
(E), glicina (G), histidina (H), isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), fenilalanina
(F), prolina (P), serina (S), treonina (T), triptéfano (W), tirosina (Y) y valina (V). Las
sustituciones pueden describirse como, por ejemplo, "el aminoacido de N3 en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1", que se refiere ala N en la posicion 3
de SEQ ID NO: 1.

[0059] En una realizacion, el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 puede sustituirse por Ser (S) o GIn (Q), pero no se limita a ello.
[0060] En una realizacién, el amino&cido de C2 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 5 puede sustituirse por Ser (S) o Tyr (Y), pero no se limita a ello.
[0061] En una realizacién, la variante n.° 1 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una regién variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
11, HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y
HCDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En este
sentido, la regién Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una variante de la misma,
IgG4 o una variante de la misma. La variante n.° 1 puede denominarse HL161ANS,
HL161ANS (IgG1null) o HL161ANS (IgG4).

[0062] En una realizacion, la variante n.° 12 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, LCDR2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
11, HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y
HCDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. A este
respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una variante de la misma,
IgG4 o una variante de la misma. La variante n.° 12 puede denominarse HL161ANQ,
HL161ANQ (IgG1null) o HL161ANQ (IgG4).

[0063] En una realizacion, la variante n.° 2 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende una secuencia de
aminoéacidos en la que el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 esta sustituido con Ser (S), LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 esta sustituido
con Tyr (Y), HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6 y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. A este
respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o una variante de la misma,
IgG4 o una variante de la misma. La variante n.° 2 puede denominarse HL161ANSY,
HL161ANSY (IgG1null) o HL161ANSY (IgG4).

[0064] En una realizacion, la variante n.° 13 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos en la que el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 estéa sustituido con GIn (Q), LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una regién variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 esta sustituido
con Tyr (Y), HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6 y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. A este

respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o una variante de la misma,
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IgG4 o una variante de la misma. La variante n.° 13 puede denominarse
HL161ANQY, HL161ANQY (IgG1lnull) o HL161ANQY (IgG4).

[0065] En una realizacion, la variante n.° 23 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende una secuencia de
aminoéacidos en la que el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 esta sustituido con Ser (S), LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 esta sustituido
con Tyr (Y), HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6, y HCDR3 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 7. En este
sentido, la regién Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una variante de la misma,
IgG4 o una variante de la misma. La variante n.° 23 puede denominarse
HL161ANSY, HL161ANSY (IgG1null) o HL161ANSY (IgG4).

[0066] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRn o fragmento de union
a antigeno del mismo comprende una VL CDR1 que comprende la secuencia
cex1iNIGSTSV (SEQ ID NO: 38), en la que x1 es N, S 0 Q. En algunas realizaciones,
un anticuerpo anti-FcRn o fragmento de union a antigeno del mismo comprende una
VH CDR1 que comprende la secuencia sx2VMT (SEQ ID NO: 39), en la que x2 es C,
S o Y. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn o fragmento de union a
antigeno del mismo comprende una VH CDR1 que comprende la secuencia SX2
VMT (SEQ ID NO: 39),enlaque X2esC,SoY.

[0067] En una realizacién, la region variable de cadena pesada del anticuerpo
anti-FcRn o fragmento de union a antigeno del mismo puede comprender un marco
compuesto de FR1 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, FR2 de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, FR3 de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 17 y FR4 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.
[0068] En FR3 en el marco en la region variable de cadena pesada, un
aminoacido especifico puede ser sustituido con otro aminoacido, pero no esta
limitado a ello. Especificamente, el aminoacido de Q16 en la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 17 puede sustituirse con otro aminoéacido.



16

[0069] Como se ha descrito anteriormente, la anterior “sustitucion con otro
aminoacido” no esta particularmente limitada siempre que las propiedades del
anticuerpo segun la presente divulgacion se mantengan incluso si se produce la
sustitucion del aminoacido.

[0070] En unarealizacion, el aminoacido de Q16 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 17 puede sustituirse con Glu (E), pero no se limita a ello.

[0071] En una realizacion, la variante No. 8 comprende una region variable de
cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 9, LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2, y LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;y
una region variable de cadena pesada que comprende HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, HCDR2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 7, en la que puede comprender FR3 de una secuencia
de aminoécidos en la que el aminoacido de Q16 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17 se sustituye por Glu (E). A este respecto, la region Fc del anticuerpo
puede ser IgG1 o una variante de la misma, IgG4 o una variante de la misma. La
variante n°® 8 puede denominarse HL161ANSE, HL161ANSE (IgGlnull) o
HL161ANSE (IgG4).

[0072] En una realizacion, la variante n.° 19 comprende una region variable de
cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13, LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 y LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;
y una region variable de cadena pesada que comprende HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, HCDR2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 7, en donde puede comprender FR3 de una secuencia
de aminoécidos en la que el aminoacido de Q16 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17 esta sustituido con Glu (E). A este respecto, la region Fc del
anticuerpo puede ser IgG1 o una variante de la misma, IgG4 o una variante de la
misma. La variante n.° 19 puede denominarse HL161ANQE, HL161ANQE
(IgG1null) 0 HL1I61ANQE (IgG4).
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[0073] En una realizacion, la variante No. 11 comprende una region variable de
cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende una secuencia de
aminoécidos en la que el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 se sustituye por Ser (S), LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 se sustituye
con Tyr (Y), HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6, y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, donde
puede comprender FR3 de una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido
de Q16 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 se sustituye con Glu (E).
A este respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o una variante de la
misma, IgG4 o una variante de la misma. La variante n® 11 puede denominarse
HL161ANSYE, HL161ANSYE (IgG1null) o HL161ANSYE (IgG4).

[0074] En una realizacion, la variante No. 22 comprende una region variable de
cadena ligera que comprende LCDR1 que comprende una secuencia de
aminoéacidos en la que el aminoacido de N3 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 se sustituye con GIn (Q), LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y LCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de cadena pesada que
comprende HCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de C2 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 se sustituye
por Tyr (Y), HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6, y HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, en la
que puede comprender FR3 de una secuencia de aminoacidos en la que el
aminoacido de Q16 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 se sustituye
por Glu (E). A este respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una
variante de la misma, 1gG4 o una variante de la misma. La variante n° 22 puede
denotarse como HL161ANQYE, HL161ANQYE (IgG1null) o HL161ANQYE (I1gG4).
[0075] En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo

anti-FcRn o un fragmento de union a antigeno del mismo que comprende una region
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variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 4 y una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 8.

[0076] A este respecto, en el anticuerpo anti-FcRn o fragmento de union a
antigeno del mismo, el aminoacido de N25 en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4 puede sustituirse por otro aminoéacido, y el aminoacido de C32 o0 Q82 en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 puede sustituirse por otro
aminoécido.

[0077] El “anticuerpo anti-FcRn”, el “fragmento de unién a antigeno” y la
“sustitucion con otro aminoacido” son como se ha descrito anteriormente.

[0078] En una realizacién, el amino&cido de N25 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4 puede ser sustituido con Ser (S) o GIn (Q), pero no esta limitado
a ello.

[0079] En unarealizacion, el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8 puede ser sustituido con Ser (S) o Tyr (Y), pero no se limita a ello.
[0080] En una realizacién, el aminoacido de Q82 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8 puede ser sustituido con Glu (E), pero no se limita a ello.

[0081] En unarealizacion, la variante N° 1 puede comprender una regién variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10y
una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 12. A este respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o
una variante de la misma, IgG4 o una variante de la misma.

[0082] En una realizacion, la variante n.° 12 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 12. En este sentido, la region Fc del anticuerpo puede
ser IgG1 o una variante de la misma, IgG4 o una variante de la misma.

[0083] En una realizacién, la variante n.° 2 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 8 esta sustituido con Tyr (Y). En este sentido, la region Fc del
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anticuerpo puede ser IgG1l o una variante de la misma, IgG4 o una variante de la
misma.

[0084] En una realizacion, la variante n.° 13 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8 esta sustituido con Tyr (Y). En este sentido, la regiéon Fc del
anticuerpo puede ser IgG1 o una variante de la misma, IgG4 o una variante de la
misma.

[0085] En una realizacién, la variante n.° 8 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8 esta sustituido con Ser (S) y el aminoacido de Q82 esta sustituido
con Glu (E). En este sentido, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una
variante de la misma, 1gG4 o una variante de la misma.

[0086] En una realizacion, la variante n.° 19 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoécidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID NO: 8 esté sustituido con Ser (S) y el aminoacido de Q82 esta sustituido
con Glu (E). A este respecto, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o una
variante de la misma, 1gG4 o una variante de la misma.

[0087] En una realizacion, la variante n.° 11 puede comprender una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodacidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8 esta sustituido con Tyr (Y) y el amino&cido de Q82 esta sustituido
con Glu (E). En este sentido, la regién Fc del anticuerpo puede ser IgG1 o una
variante de la misma, IgG4 o una variante de la misma.

[0088] En una realizacion, la variante n.° 22 puede comprender una region

variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 14 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos en la que el aminoacido de C32 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8 esta sustituido con Tyr (Y) y el amino&cido de Q82 esta sustituido
con Glu (E). En este sentido, la region Fc del anticuerpo puede ser IgG1l o una
variante de la misma, 1gG4 o una variante de la misma.

[0089] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRn comprende una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia que es al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99%
idéntica a la secuencia establecida en SEQ ID NO: 4. En algunas de estas
realizaciones, la secuencia de las CDR de la region variable de cadena ligera es
100% idéntica a SEQ ID NO:4. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRn
comprende una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia que
es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al
menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98% 0 al menos 99% idéntica a la secuencia establecida en SEQ ID NO: 10. En
algunas de estas realizaciones, la secuencia de las CDR de la region variable de
cadena ligera es 100% idéntica a SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-FcCRn comprende una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia que es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% idéntica a la secuencia
establecida en SEQ ID NO: 14. En algunas de estas realizaciones, la secuencia de
las CDR de la region variable de cadena ligera es 100% idéntica a SEQ ID NO: 14.
[0090] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia que es al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99%
idéntica a la secuencia establecida en SEQ ID NO: 8. En algunas de estas
realizaciones, la secuencia de las CDR de la region variable de cadena pesada es
100% idéntica a SEQ ID NO:8. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcCRn

comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia
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gue es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98% o al menos 99% idéntica a la secuencia establecida en SEQ ID NO: 12.
En algunas de estas realizaciones, la secuencia de las CDR de la region variable
de cadena pesada es 100% idéntica a SEQ ID NO: 12.

[0091] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn comprende cualquiera
de las CDR, regiones variables de cadena ligera y/o regiones variables de cadena
pesada descritas en este documento y comprende ademas una region Fc de IgG1.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn comprende cualquiera de las
CDR, regiones variables de cadena ligera y/o regiones variables de cadena pesada
descritas en este documento y comprende ademas una region Fc de IgG1l que
comprende sustituciones de aminoacidos Leu234Ala/Leu235Ala (“‘LALA”) (“lgG1-
LALA”).

[0092] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn comprende cualquiera
de las CDR, regiones variables de cadena ligera y/o regiones variables de cadena
pesada descritas en este documento y comprende ademas una region Fc de 1gG4.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FcCRn comprende cualquiera de las
CDR, regiones variables de cadena ligera y/o regiones variables de cadena pesada
descritas en este documento y comprende ademas una region Fc de IgG4 que
comprende la sustitucion del aminoacido S228P (“IlgG4 S228P”).

[0093] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRn es un anticuerpo IgG1
y comprende una region variable de cadena ligera que comprende LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, una LCDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de
cadena pesada que comprende una HCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, una HCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y una HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn
es un anticuerpo IgG4 y comprende una region variable de cadena ligera que
comprende LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9,

una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una
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LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region
variable de cadena pesada que comprende un HCDR1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, un HCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y un HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

[0094] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn es un anticuerpo IgG1-
LALA y comprende una regién variable de cadena ligera que comprende LCDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, una LCDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una LCDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una region variable de
cadena pesada que comprende un HCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, un HCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y un HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn
es un anticuerpo lgG4 S228P y comprende una regién variable de cadena ligera
que comprende LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9, un LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2y
un LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y una
region variable de cadena pesada que comprende un HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, un HCDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y un HCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

[0095] En una realizacion, el HL161ANS (IgG1lnull) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22.

[0096] En una realizacion, el HL161ANS (IgG4) puede comprender una region
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21y
una region de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 23.

[0097] En una realizacion, el HL161ANQ (IgG1lnull) puede comprender una

region de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 24 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22.

[0098] En una realizacion, el HL161ANQ (IgG4) puede comprender una region
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24y
una region de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 23.

[0099] En una realizacion, el HL161ANSY (IgG1lnull) puede comprender una
regién de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

[00100] En una realizacion, el HL161ANSE (IgG1null) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

[00101] En una realizacion, el HLI61ANSYE (IgG1null) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

[00102] En una realizacion, el HL161ANQY (IlgGlnull) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 25.

[00103] En una realizacion, el HL161ANQE (IlgG1lnull) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

[00104] En una realizacion, el HL161ANQYE (IgG1null) puede comprender una
regiébn de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 y una region de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27. secuencia de acidos de SEQ ID NO: 24 y una
region de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 27.
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[00105] En unarealizacion, el anticuerpo anti-FCRn es una variante de anticuerpo
anti-FcRn preparada mediante la sustitucion de un residuo de aminoacido en un
sitio especifico del anticuerpo progenitor HL161AN, y se confirmé que tiene la tasa
de produccién reducida de agregados mientras mantiene alta afinidad y
especificidad para FCRn como el anticuerpo progenitor. En una realizacion, el
anticuerpo anti-FCRn es una variante de anticuerpo anti-FcRn preparada mediante
la sustitucion de un residuo de aminoacido en un sitio especifico del anticuerpo
progenitor HL161AN, y se confirmé que tiene la tasa de produccion reducida de
agregados mientras mantiene una alta afinidad por FCRn como el anticuerpo
progenitor. Especificamente, se confirmoé que la variante del anticuerpo anti-FcRn
segun la presente divulgacion tiene una estabilidad mejorada, como la reduccion de
la tasa de produccion de agregados hasta dos veces o mas, al tiempo que tiene
excelentes actividades biolégicas, como el anticuerpo original desarrollado
previamente HL161AN (Patente coreana n°® 10-1954906), como la productividad,
una acciéon como inhibidor de la unién de IgG y FcRn, y un efecto de catabolismo
de IgG, es decir, la promocion de la eliminacion de IgG.

[00106] Por lo tanto, la variante de anticuerpo anti-FCRn segun la presente
divulgacién, que ha mejorado significativamente la estabilidad al mismo tiempo que
tiene excelentes actividades biolégicas como el anticuerpo parental HL161AN
desarrollado previamente, puede usarse de manera Util para el tratamiento de una
enfermedad autoinmune.

[00107] En algunas realizaciones, la administracion de un anticuerpo anti-FCRn
descrito en este documento a un sujeto disminuye los niveles de inmunoglobulina
en sangre (por ejemplo, niveles de IgG) en el sujeto en al menos o mas del 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 65 % u 80 % en comparacion con los niveles de inmunoglobulina
en sangre (por ejemplo, niveles de IgG) en el sujeto antes de la administracién del
anticuerpo anti-FcRn.

[00108] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente
documento da como resultado niveles de inmunoglobulina méas bajos (por ejemplo,
niveles de IgG) en la sangre de un sujeto que otro anticuerpo anti-FCRn cuando se
administra a un sujeto. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn descrito

en el presente documento da como resultado niveles de inmunoglobulina mas bajos
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(por ejemplo, niveles de IgG) en la sangre de un sujeto que batoclimab. En algunas
realizaciones, la administracion del anticuerpo anti-FcCRn descrito en el presente
documento a un sujeto disminuye los niveles de inmunoglobulina (por ejemplo,
niveles de IgG) en la sangre del sujeto a aproximadamente el mismo nivel que la
administracion de una dosis comparable de batoclimab. Batoclimab es conocido en
la técnica y también se describe, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de
patente internacional n.° W0O2015/167293, que se incorpora como referencia en el
presente documento en su totalidad; En el documento WO2015/167293 se hace
referencia a batoclimab como “HL161BKN”.

[00109] En algunas realizaciones, la administracién a un sujeto (por ejemplo, un
ser humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente
documento disminuye los niveles de albumina en sangre en menos del 5%, menos
del 10%, menos del 20% o menos del 30% en comparacion con los niveles de
albimina en sangre previos a la administracion. En algunas realizaciones, la
administracion a un sujeto (por ejemplo, un humano) de una cantidad eficaz del
anticuerpo anti-FCRn descrito en el presente documento aumenta los niveles de
colesterol en sangre en menos del 5%, menos del 10%, menos del 20% o menos
del 30% en comparacion con los niveles de colesterol en sangre antes de la
administracion.

[00110] En algunas realizaciones, la administracion a un sujeto (por ejemplo, un
ser humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente
documento aumenta los niveles de colesterol total en sangre en menos del 5%,
menos del 10%, menos del 20% o menos del 30% en comparacion con los niveles
de colesterol total en sangre antes de la administracion.

[00111] En algunas realizaciones, la administracion a un sujeto (por ejemplo, un
humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente
documento aumenta los niveles de LDL en sangre en menos del 5%, menos del
10%, menos del 20% o menos del 30% en comparacién con los niveles de LDL en
sangre antes de la administracion.

[00112] Enalgunas realizaciones, la administracion a un sujeto (p. €j., un humano)
de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente documento

disminuye los niveles de inmunoglobulina en sangre en al menos aproximadamente
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un 40%, 50%, 65% u 80%, pero (i) no tiene efecto o tiene un efecto minimo sobre
los niveles de albumina en sangre (p. €j., disminuye la albimina en sangre en menos
del 20%, 10%, menos del 5%, menos del 2% o menos del 1%) y/o (ii) no tiene ninglin
efecto o tiene un efecto minimo sobre los niveles de colesterol total en sangre y/o
los niveles de LDL (p. ej., aumenta el colesterol en menos del 20%, 10%, menos del
5%, menos del 2% o menos del 1%) en comparacion con los niveles previos a la
administracion.

[00113] En algunas realizaciones, la administracién a un sujeto (p. €j., un ser
humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FCRn descrito en el presente
documento disminuye los niveles de inmunoglobulina en sangre en al menos un
40%, 50%, 65% u 80%, pero no tiene efecto o tiene un efecto minimo en los niveles
de albumina en sangre (p. €j., disminuye la albumina en sangre en menos de un
10%, menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un 1%), disminuye la albimina
en sangre en menos de un 10%, menos de un 5%, menos de un 2% o0 menos de un
1%) y no tiene ningun efecto o tiene un efecto minimo sobre el colesterol en sangre
(p. ej., aumenta el colesterol en menos de un 10%, menos de un 5%, menos de un
2% o0 menos de un 1%) en comparacion con los niveles previos a la administracion.
[00114] En algunas realizaciones, la administracion subcutanea a un sujeto
humano (p. ej., administracién subcutanea crénica a un humano) de una cantidad
eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente documento disminuye los
niveles de inmunoglobulina en sangre en al menos aproximadamente un 40%, 50%,
65% u 80%, pero no tiene efecto o tiene un efecto minimo sobre los niveles de
albumina en sangre (p. €j., disminuye la albimina en sangre en menos de un 10%,
menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un 1%) y no tiene ningun efecto o
tiene un efecto minimo sobre el colesterol en sangre (por ejemplo, aumenta el
colesterol en menos de un 10%, menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un
1%) en comparacion con los niveles previos a la administracion.

[00115] En algunas realizaciones, la administracién a un sujeto (p. €j., un ser
humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FCRn descrito en el presente
documento disminuye los niveles de inmunoglobulina en sangre en al menos
aproximadamente un 40%, 50%, 65% u 80%, pero no tiene ningun efecto o tiene un

efecto minimo sobre los niveles de albumina en sangre (p. ej, disminuye la albumina
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en sangre en menos del 10%, menos del 5%, menos del 2% o menos del 1%) y no
tiene efecto o tiene un efecto minimo en los niveles de LDL en sangre (p. ej.,
aumenta las LDL en menos del 10%, menos del 5%, menos del 2% o menos del
1%) en comparacion con los niveles previos a la administracion.

[00116] En algunas realizaciones, la administracion subcutanea a un sujeto
humano (p. ej., administracién subcutanea crénica a un humano) de una cantidad
eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en el presente documento disminuye los
niveles de inmunoglobulina en sangre en al menos aproximadamente un 40%, 50%,
65% u 80%, pero no tiene efecto o tiene un efecto minimo sobre los niveles de
albumina en sangre (p. €j., disminuye la albimina en sangre en menos de un 10%,
menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un 1%) y no tiene ningun efecto o
tiene un efecto minimo sobre los niveles de LDL en sangre (p. €j., aumenta las LDL
en menos de un 10%, menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un 1%) en
comparacion con los niveles previos a la administracion.

[00117] En algunas realizaciones, la administracién subcutanea crénica a un ser
humano durante 12 semanas 0 mas de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FCRn
descrito en el presente documento disminuye los niveles de inmunoglobulina en
sangre en al menos aproximadamente un 40%, 50%, 65% u 80%, pero no tiene
efecto o tiene un efecto minimo en los niveles de albumina en sangre (p. €j.,
disminuye la albumina en sangre en menos de un 10%, menos de un 5%, menos
de un 2% o menos de un 1%) y no tiene ningun efecto o un efecto minimo en los
niveles de LDL y/o colesterol en sangre (p. €j., aumenta las LDL y/o el colesterol en
menos de un 10%, menos de un 5%, menos de un 2% o menos de un 1%) en
comparacion con los niveles previos a la administracion.

[00118] Las variantes funcionales del anticuerpo o de los fragmentos de unién al
antigeno descritos en el presente documento también estan abarcadas por la
presente divulgacion. El término "variante funcional” como se utiliza en el presente
documento incluye modificaciones o equivalentes quimicos de las secuencias de
aminoacidos y acidos nucleicos descritas en el presente documento que realizan
sustancialmente la misma funcién que los polipéptidos o las moléculas de acidos
nucleicos descritas en el presente documento de forma sustancialmente similar. Por

ejemplo, las variantes funcionales de los polipéptidos descritas en el presente
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documento incluyen, sin limitacién, sustituciones de aminoacidos conservadoras.
Una "sustitucidon de aminoacidos conservadora” como se utiliza en el presente
documento es una en la que un residuo de aminoacido se reemplaza por otro
residuo de aminoacido, son sustituciones que cambian un aminoécido por un
aminoacido diferente con propiedades bioquimicas similares (por ejemplo, carga,
hidrofobicidad y tamafo). Por ejemplo, la lisina, la arginina y la histidina tienen
propiedades similares en el sentido de que tienen una cadena lateral basica, y el
acido aspartico y el acido glutdmico tienen propiedades similares en el sentido de
gue tienen una cadena lateral &cida. Ademas, la glicina, la asparagina, la glutamina,
la serina, la treonina, la tirosina, la cisteina y el tript6fano tienen propiedades
similares en el sentido de que tienen una cadena lateral polar no cargada, y la
alanina, la valina, la leucina, la treonina, la isoleucina, la prolina, la fenilalanina y la
metionina tienen propiedades similares en el sentido de que tienen una cadena
lateral no polar. Ademas, la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano y la histidina tienen
propiedades similares en el sentido de que tienen una cadena lateral aromatica. Por
lo tanto, ser& obvio para los expertos en la materia que, incluso cuando se produce
la sustitucion de residuos de aminoacidos en grupos que muestran propiedades
similares a las descritas anteriormente, no se mostrara ningun cambio particular en
las propiedades. Las variantes de polipéptidos también incluyen adiciones y
deleciones a las secuencias de polipéptidos descritas en el presente documento.
Ademas, las secuencias de nucleétidos variantes incluyen analogos y derivados de
las mismas. Una variante de las proteinas de union descritas en el presente
documento incluye proteinas que se unen al mismo antigeno o epitopo que las
proteinas de unién.

[00119] Como sera evidente para una persona experta en la técnica, la lisina C-
terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina puede escindirse durante la
produccion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un anticuerpo descrito en el
presente documento comprende dos residuos de lisina C-terminal (es decir, una
lisina C-terminal en cada cadena pesada). En algunas realizaciones, un anticuerpo
descrito en el presente documento comprende un residuo de lisina C-terminal (es
decir, una lisina C-terminal en una cadena pesada y ninguna lisina C-terminal en la

otra cadena pesada). En algunas realizaciones, un anticuerpo descrito en el
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presente documento no comprende residuos de lisina C-terminal en ninguna de las
cadenas pesadas.

[00120] Puede ser deseable modificar un anticuerpo descrito en el presente
documento con respecto a la funcion efectora, de modo de mejorar, por ejemplo, la
eficacia del anticuerpo en el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados.
Por ejemplo, se pueden introducir residuos de cisteina en la region Fc, permitiendo
de ese modo la formacion de enlaces disulfuro entre cadenas en esta regién. El
anticuerpo homodimérico asi generado puede tener una capacidad de
internalizacion mejorada y/o una mayor destruccion celular mediada por
complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). (Ver
Caron et al., J Exp Med., 176:1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148:2918-
2922 (1992)). Alternativamente, se puede disefiar un anticuerpo que tenga regiones
Fc duales y pueda de ese modo tener capacidades mejoradas de lisis del
complemento y ADCC. (Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-
230 (1989)). Las mutaciones que afectan a la funcion efectora de los anticuerpos
son conocidas en la técnica, ver, por ejemplo, Saunders et al., 2019; Front. Immunol.
10:1296 y Wang et al., 2018, Célula proteica 9(1): 63-73, cada uno de los cuales se
incorpora aqui como referencia en su totalidad para ejemplos de modificaciones de
Fc que pueden introducirse en los anticuerpos descritos en este documento. A
menos que se indique lo contrario, las mutaciones de Fc en esta seccion se
describen con referencia al esquema de numeracion de Kabat para
inmunoglobulinas. Las mutaciones ilustrativas y combinaciones de mutaciones que
pueden introducirse en el Fc de un anticuerpo anti-FCRn proporcionado en este
documento incluyen, sin limitacion,, Lys326Trp/Glu333Ser,
Ser267Glu/His268Phe/Ser324Thr, Lys326Trp/Glu333Ser, Lys326Ala/Glu333Ala,
Lys326Met/Glu333Ser, Cys221Asp/Asp222Cys, Ser267Glu, His268Phe,
Ser324Thr,  Glu345Arg, S239D/I332E, S239D/I332E/A330L, Arg435His,

Met252Tyr/Ser254Thr/Thr256Glu (“YTE"), Met428Leu/Asn434Ser,
Thr252Leu/Thr253Ser/Thr254Phe, Leu235GIu, Leu234Ala/Leu235Ala (“LALA”),
Ser228Pro/Leu235Glu, Leu234Ala/Leu235Ala/Pro329Gly,

Pro331Ser/Leu234Glu/Leu235Phe, Asp265Ala, y Ala330Leu.



30

[00121] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn es un anticuerpo 1gG1
que comprende mutaciones Leu234Ala/Leu235Ala (“‘LALA”) (es decir, es un
anticuerpo “IgG1-LALA”). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn es un
anticuerpo 1gG4 que comprende la mutacion S228P (es decir, es un anticuerpo
“lgG4 S228P”).

Polinucleotido que codifica la variante del anticuerpo anti-FCRn
[00122] En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un
polinucledtido que codifica el anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de unién a
antigeno del mismo.
[00123] Especificamente, un polinucleétido que codifica la cadena pesada puede
comprender la secuencia de SEQ ID NO: 31, 33, 35 0 37. Ademas, un polinucleétido
gue codifica la cadena pesada puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 31,
33, 35 o 37. Ademas, un polinucledtido que codifica la cadena ligera puede
comprender la secuencia de SEQ ID NO: 30, 32, 34 o 36.
[00124] El polinucledtido puede comprender una secuencia de acido nucleico que
tenga al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 86%, al menos aproximadamente 87%, al menos
aproximadamente 88%, al menos aproximadamente 89%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos
aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos
aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o al menos
aproximadamente 100% de identidad con SEQ ID NO: 30, 31, 32, 33, 34, 35,36 0
37.
[00125] En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 30. En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el polinucledtido comprende las
secuencias de SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el
polinucledtido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 32. En algunas realizaciones,

el polinucleétido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33. En algunas



31

realizaciones, el polinucleétido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33. En
algunas realizaciones, el polinucleétido comprende las secuencias de SEQ ID NO:
32y SEQ ID NO: 33.
[00126] El polinucle6tido puede mutarse por sustitucion, delecion, insercién de una
0 mas bases, 0 una combinacion de las mismas. Cuando la secuencia de nucleotidos
se prepara mediante sintesis quimica, pueden utilizarse métodos de sintesis bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, el método descrito en la bibliografia (Engels y
Uhlmann, Angew Chem IntEd Engl., 37:73-127, 1988), y pueden incluir métodos de
triéster, fosfito, fosforamidita y H-fosfato, PCR y otros métodos de autocebador,
métodos de sintesis de oligonucledtidos sobre un soporte sélido, y similares.
Vector cargado con polinucleétido que codifica una variante de
anticuerpo anti-FcRn
[00127] En otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un vector de
expresion recombinante que comprende el polinucleoétido.
[00128] Ademas, el polinucleétido puede tener una cadena pesada y una cadena
ligera cargadas en un vector, o cargadas en dos vectores, respectivamente.
[00129] Especificamente, cuando se carga en un vector, el polinucleétido puede
comprender el polinucleétido de SEQ ID NO: 30 y el polinucleétido de SEQ ID NO:
31; el polinucledtido de SEQ ID NO: 32 y el polinucleétido de SEQ ID NO: 33; el
polinucledtido de SEQ ID NO: 34 y el polinucleétido de SEQ ID NO: 35; o el
polinucledtido de SEQ ID NO: 36 y el polinucleétido de SEQ ID NO: 37.
[00130] Un vector proporcionado en el presente documento puede comprender un
polinucledtido que codifica la cadena ligera de un anticuerpo anti-FCRn o un
fragmento de unién al antigeno del mismo y/o la cadena pesada de un anticuerpo
anti-FcRn o un fragmento de union al antigeno del mismo.
[00131] En algunas realizaciones, el vector comprende un polinucleétido que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 30. En algunas realizaciones, el vector
comprende un polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 31. En
algunas realizaciones, el vector comprende un polinucleétido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 30 (que codifica la cadena ligera) y la secuencia de SEQ

ID NO: 31 (que codifica la cadena pesada).
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[00132] En algunas realizaciones, el vector comprende un polinucleétido que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 32. En algunas realizaciones, el vector
comprende un polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33. En
algunas realizaciones, el vector comprende un polinucledtido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 32 (que codifica la cadena ligera) y la secuencia de SEQ
ID NO: 33 (que codifica la cadena pesada.

[00133] EI vector puede introducirse en una célula huésped y recombinarse e
insertarse en un genoma de la célula huésped. Alternativamente, se entiende que el
vector es un medio de acido nucleico que comprende una secuencia de
polinucledtido capaz de replicarse espontaneamente como un episoma. El vector
incluye acidos nucleicos lineales, plasmidos, fagémidos, césmidos, vectores de ARN,
vectores virales y andlogos de los mismos. Los ejemplos de vectores virales incluyen
retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados, pero no se limitan a ellos.

[00134] Especificamente, el vector puede ser ADN plasmidico, ADN fagico y
similares. Ademas, pueden ser plasmidos desarrollados comercialmente (pUC18,
pBAD, pIDTSAMRT-AMP, etc.), plasmidos derivados de E. coli (pYG601BR322,
pBR325, pUC118, pUC119, etc.), plasmidos derivados de Bacillus subtilis (pUB110,
pTP5, etc.), plasmidos derivados de levadura (YEpl13, YEp24, YCp50, etc.), ADN
fagico (Charon4A, Charon21A, EMBL3, EMBL4, Agt10, Agt11, AZAP, etc.), vectores
virales animales (retrovirus, adenovirus, virus vaccinia, etc.), vectores virales de
insectos (baculovirus, etc.). Dado que el vector muestra diferentes niveles de
expresion de proteinas y modificaciones dependiendo de la célula huésped, es
preferible seleccionar y utilizar la célula huésped mas adecuada para el propdésito.
[00135] EI vector de la presente divulgacion puede fusionarse con otras
secuencias para facilitar la purificacion del anticuerpo expresado a partir del mismo.
La secuencia que se va a fusionar incluye, por ejemplo, glutation S-transferasa
(Pharmacia, EE. UU.), proteina de union a maltosa (NEB, EE. UU.), FLAG (IBI, EE.
UU.), 6x His (hexahistidina; Quiagen, EE. UU.) y similares.

[00136] Ademas, dado que la proteina expresada por el vector de la presente
divulgacién es un anticuerpo, el anticuerpo expresado puede purificarse facilmente
a través de una columna de proteina A o similar sin una secuencia adicional para la

purificacion.
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Célula transformada que expresa una variante de anticuerpo anti-FCRn
[00137] En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una célula
huésped transformada con el vector de expresion recombinante.

[00138] Una célula huésped de la célula transformada puede incluir una célula
procariota, una célula eucariota, una célula de origen mamifero, vegetal, de insecto,
fungico o celular, pero no se limita a ellas. Se puede utilizar E. coli como ejemplo de
célula procariota. Ademas, se puede utilizar levadura como ejemplo de célula
eucariota. Ademéas, como célula de mamifero, se pueden utilizar células CHO,
células F2N, células CSO, células BHK, células de melanoma de Bowes, células
HelLa, células 911, células AT1080, células A549, células HEK 293, células
HEK293T o similares, pero no se limita a ellas, y esta disponible cualquier célula que
se pueda utilizar como célula huésped de mamifero conocida por un experto en la
materia.

[00139] En la presente divulgacion, "transformaciéon” o "transfeccidén” en una célula
huésped incluye cualquier método de introduccién de un acido nucleico en un
organismo, célula, tejido u 6rgano, y como se sabe en la técnica, se pueden
seleccionar y realizar técnicas estandar adecuadas dependiendo de la célula
huésped. Por ejemplo, se pueden utilizar el método de precipitacion con CaCl2, el
método de Hanahan con mayor eficiencia mediante el uso de DMSO
(dimetilsulfoxido) como agente reductor en el método de precipitacion con CaCl2, la
electroporacion, el método de precipitacion con fosfato de calcio, el método de fusién
de protoplastos, el método de agitacion mediante fibra de carburo de silicio, el
método de transformacion mediado por agrobacterium, el método de transformacion
mediante PEG, sulfato de dextrano, lipofectamina y el método de transformacion
mediado por secado/inhibicion, y similares.
Método para producir una variante de anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de
union a antigeno del mismo

[00140] En otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un método para
producir un anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de union a antigeno del mismo, que
comprende cultivar la célula huésped para producir un anticuerpo; y aislar y purificar
el anticuerpo producido para recuperar un anticuerpo que se une especificamente a
FcRn.
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[00141] El anticuerpo especifico de FCRn segun la presente divulgacion se puede
producir en una gran cantidad cultivando el transformante que expresa el vector
recombinante en un medio nutritivo, y el medio y las condiciones de cultivo que se
toleran dependiendo de la célula huésped se pueden seleccionar y utilizar de forma
apropiada. En el cultivo, las condiciones tales como la temperatura, el pH del medio
y la duracion del cultivo se pueden regular de forma apropiada para que sean
adecuadas para el crecimiento celular y la produccion en masa de proteinas. El
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se produce de forma recombinante como
se describio anteriormente se puede recuperar del medio o lisado celular, y se puede
aislar y purificar mediante técnicas de separacién bioquimica convencionales
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A laboratory Manual, 2.2 edicion, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1989); Deuscher, M., Guia de métodos de purificacién de
proteinas Enzimologia, vol. 182. Prensa académica. Inc., San Diego, CA (1990)).
Como ejemplo, se pueden utilizar electroforesis, centrifugacion, filtracion en gel,
precipitacion, dialisis, cromatografia (cromatografia de intercambio ibnico,
cromatografia de afinidad, cromatografia inmunoabsorbente, cromatografia de
exclusion por tamafio, etc.), isoelectroenfoque y métodos con diversas
modificaciones y combinaciones de los mismos, y similares, pero no se limitan a
ellos. En particular, es preferible el aislamiento y la purificacion utilizando proteina A.
[00142] En particular, el anticuerpo anti-FcRn o su fragmento de unién a antigeno
se prepara preferiblemente mediante expresion y purificacion utilizando un método
de recombinacion genética. Especificamente, es preferible preparar la regidn
variable que codifica el anticuerpo que se une especificamente a FcRn de acuerdo
con la presente divulgacion mediante expresion simultdnea en una célula huésped.
Uso de una variante de anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de unién a
antigeno del mismo

[00143] En otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona una
composicién farmacéutica para tratar una enfermedad autoinmune, que comprende
el anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de unién a antigeno del mismo. También se
proporciona en el presente documento un método para tratar un trastorno

autoinmune que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
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eficaz de un anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o
una composicion farmacéutica descrita en el presente documento.

[00144] El "anticuerpo anti-FcRn" y el "fragmento de union al antigeno" son como
se describieron anteriormente.

[00145] Como se utiliza en el presente documento, el término "enfermedad
autoinmune" es un término genérico para enfermedades que se producen cuando el
sistema inmunitario ataca a sus tejidos, 6érganos u otros componentes corporales
normales debido a una anomalia del sistema inmunitario de causa desconocida. Es
una enfermedad sistémica que puede producirse en casi cualquier parte del cuerpo,
incluido el sistema nervioso, el sistema gastrointestinal, el sistema endocrino, la piel,
el sistema esquelético, el tejido vascular y similares.

[00146] La composicién farmacéutica se puede aplicar a todas las enfermedades
autoinmunes mediadas por IgG y FcRn. Las enfermedades autoinmunes
representativas pueden ser una seleccionada del grupo que consiste en neutropenia
autoinmune, sindrome de Guillain-Barré, epilepsia, encefalitis autoinmune, sindrome
de Isaacs, sindrome del nevo, pénfigo vulgar, pénfigo deciduo, penfigoide ampolloso,
epidermdlisis ampollosa adquirida, penfigoide gestacional, penfigoide de las
membranas mucosas, sindrome antifosfolipido, anemia autoinmune, enfermedad de
Graves autoinmune, sindrome de Goodpasture, miastenia gravis, esclerosis multiple,
artritis reumatoide, lupus, parpura trombocitopénica idiopatica (PTI), nefritis lUpica,
nefropatia membranosa, rechazo de injerto de islotes alogénicos, alopecia areata,
espondilitis anquilosante, enfermedad de Addison autoinmune, enfermedad de
Alzheimer, autoanticuerpos citoplasmaticos antineutréfilos (ANCA), trastornos
autoinmunes de las glandulas suprarrenales, glandula, anemia hemolitica
autoinmune caliente (WAIHA), hepatitis autoinmune, miocarditis autoinmune,
ooforitis y orquitis autoinmunes, trombocitopenia autoinmune, urticaria autoinmune,
enfermedad de Behcet, miocardiopatia, sindrome de Castleman, dermatitis celiaca,
sindrome de disfuncion inmunitaria por fatiga crénica, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria cronica (CIDP), sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial,
sindrome CREST, enfermedad por crioaglutininas, enfermedad de Crohn,
dermatomiositis, miocardiopatia dilatada, lupus discoide, crioglobulinemia mixta

esencial, deficiencia del factor VIII, fibromialgia-fibromiositis, glomerulonefritis,
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enfermedad ocular tiroidea (TED, también conocida como oftalmopatia de Graves);
enfermedad de injerto contra huésped (EICH), tiroiditis de Hashimoto, hemofilia A,
neuropatia membranosa idiopatica, fibrosis pulmonar idiopética, neuropatia por IgA,
polineuropatias por IgM, trombocitopenia inmunomediada, artritis juvenil,
enfermedad de Kawasaki, liquen plantar, liquen escleroso, lupus eritematoso,
enfermedad de Méniére, enfermedad mixta del tejido conectivo, diabetes mellitus tipo
1, neuropatia motora multifocal (NMM), penfigoide ampolloso paraneoplasico,
pénfigo folidceo, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes
poliglandulares, polimialgia  reumatica, polimiositis y  dermatomiositis,
agammaglobinulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis, artritis psoriasica,
policondritis recidivante, fendmeno de Reynauld, sindrome de Reiter sindrome,
sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, rechazo de trasplante de 6rgano
sélido, sindrome del hombre rigido, lupus eritematoso sistémico, arteritis de
Takayasu, necrolisis epidérmica téxica (NET), sindrome de Stevens Johnson (SJS),
arteritis temporal, arteritis de células gigantes, purpura trombocitopénica trombotica,
colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis por dermatitis herpetiforme, vasculitis asociadas a
anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilos, vitiligo, y granulomatosis de Wegner. En
algunas realizaciones, el trastorno autoinmune es una canalopatia autoinmune,
opcionalmente en donde la canalopatia se selecciona del grupo que consiste en
encefalitis limbica autoinmune, neuromielitis Optica, sindrome miasténico de
Lambert-Eaton, miastenia gravis, encefalitis por receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA), encefalitis por receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), sindrome de Morvan, neuromiotonia, trastornos
neuropsiquiatricos autoinmunes pediatricos asociados con infeccion estreptocécica
(PANDAS), trastorno asociado con anticuerpos del receptor de glicina, miositis,
trastornos de anticuerpos de glucoproteina de oligodendrocitos de mielina (trastorno
de anticuerpos MOG), enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, lupus
eritematoso cutaneo, artritis reumatoide refractaria, trombocitopenia inmunitaria,
enfermedad anti-GBM, enfermedad membranosa primaria, Nefropatia, miopatia
autoinmune necrosante, sindrome antisintetasa, vasculitis ANCA, hidradenitis
supurativa, proteinosis alveolar pulmonar (PAP) y lupus eritematoso sistémico (LES),

pero no se limitan a estos.
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[00147] En algunas realizaciones, la enfermedad tratada de acuerdo con un
meétodo descrito en el presente documento es una enfermedad que se caracteriza
por o exhibe niveles elevados de IgG total en sangre en un sujeto que se va a tratar.
En algunas realizaciones, la enfermedad tratada de acuerdo con un método descrito
en el presente documento es cualquiera de las enfermedades autoinmunes a las que
se hace referencia en el presente documento. En algunas realizaciones, la
enfermedad es una enfermedad de Graves autoinmune. En algunas realizaciones,
la enfermedad es enfermedad ocular tiroidea (TED, también conocida como
oftalmopatia de Graves). En algunas realizaciones, la enfermedad es anemia
hemolitica autoinmune caliente (WAIHA). En algunas realizaciones, la enfermedad
es miastenia grave. En algunas realizaciones, la enfermedad es polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP). En algunas realizaciones, la
enfermedad es pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, pénfigo deciduo, pénfigo ampolloso,
pénfigo gestacional o pénfigo de membrana mucosa.

[00148] En algunas realizaciones, la enfermedad tratada de acuerdo con un
método descrito en el presente documento es una enfermedad que responde a la
terapia de intercambio de plasma. El sujeto tratado de acuerdo con un método
descrito en el presente documento puede haberse sometido previamente a un
intercambio de plasma. En algunas realizaciones, la enfermedad tratada de acuerdo
con un método descrito en el presente documento es una enfermedad que responde
a una terapia que disminuye los niveles totales de IgG. El sujeto tratado de acuerdo
con un método descrito en el presente documento puede haberse sometido
previamente a una terapia que disminuye los niveles totales de IgG. En algunas
realizaciones, la enfermedad tratada de acuerdo con un método descrito en el
presente documento es una enfermedad que responde a rituximab. El sujeto tratado
de acuerdo con un método descrito en el presente documento puede haberse
sometido previamente a un tratamiento con rituximab.

[00149] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn o fragmento especifico
de antigeno del mismo descrito en el presente documento disminuye el nivel de una
inmunoglobulina especifica de antigeno o un autoanticuerpo, tal como cualquiera de
los autoanticuerpos descritos en el presente documento o conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRn o fragmento especifico de
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antigeno del mismo descrito en el presente documento disminuye el nivel de un
autoanticuerpo especifico de una enfermedad autoinmune o un autoanticuerpo
asociado, 0 que se sabe que esta asociado, con una enfermedad autoinmune, tal
como cualquiera de los autoanticuerpos descritos en el presente documento o
conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmune es
cualquiera de las enfermedades autoinmunes divulgadas en el presente documento.
[00150] En algunas realizaciones, la administracion (por ejemplo, subcutanea) a
un sujeto (por ejemplo, un ser humano) de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-
FcRn descrito en el presente documento disminuye los niveles de inmunoglobulina
especifica de antigeno o un nivel de autoanticuerpo (por ejemplo, el nivel de uno o
mas de los autoanticuerpos descritos en el presente documento) en la sangre en al
menos aproximadamente un 40 %, 50 %, 65 % u 80 %. En algunas realizaciones,
dicha administracion no tiene efecto o tiene un efecto minimo sobre los niveles de
albumina en sangre (por ejemplo, disminuye la albimina en sangre en menos del 10
%, menos del 5 %, menos del 2 % o menos del 1 %) y/o no tiene efecto o tiene un
efecto minimo sobre los niveles de LDL en sangre (por ejemplo, aumenta el LDL en
menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 2 % o menos del 1 %) en comparacion
con los niveles antes de la administracion. En algunas realizaciones, la
inmunoglobulina especifica de antigeno o el autoanticuerpo esta asociado con una
enfermedad, como una enfermedad autoinmune.

[00151] En algunas realizaciones, la administracién subcutdnea crénica a un ser
humano durante 12 semanas 0 mas de una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn
descrito en este documento disminuye los niveles de inmunoglobulina especifica de
antigeno o un nivel de autoanticuerpo (por ejemplo, el nivel de uno o mas de los
autoanticuerpos descritos en este documento) en la sangre en al menos
aproximadamente un 40 %, 50 %, 65 % u 80 %, pero no tiene efecto o tiene un efecto
minimo sobre los niveles de albumina en sangre (por ejemplo, disminuye la albimina
en sangre en menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 2 % o menos del 1 %) y
no tiene efecto o tiene un efecto minimo sobre los niveles de LDL y/o colesterol en
sangre (por ejemplo, aumenta LDL y/o colesterol en menos del 10 %, menos del 5
%, menos del 2 % o menos del 1 %) en comparacion con los niveles antes de la

administracion. En algunas realizaciones, la inmunoglobulina especifica de antigeno
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o el autoanticuerpo esta asociado con una enfermedad, como una enfermedad
autoinmune.

[00152] Ejemplos ilustrativos de autoanticuerpos asociados con enfermedades
autoinmunes especificas incluye:

e anticuerpo anti-desmogleina 3 (anti-Dsg3) (asociado con pénfigo
vulgar),

e anticuerpo anti-desmogleina 1 (anti-Dsgl) (asociado con pénfigo
vulgar y pénfigo foliaceo),

e anticuerpo anti-penfigoide ampolloso 180 (anti-BP180 o anti-colageno
XVII) y anticuerpo anti-penfigoide ampolloso 230 (anti-BP230) (ambos
asociados con el penfigoide ampolloso),

e anticuerpos contra el dominio no coldgeno 1 de la cadena 3 del
coldgeno tipo IV (anticuerpo anti-a3 NC1) y contra el dominio no
coldgeno 1 de la cadena 5 del colageno tipo IV (anticuerpo anti-a5
NC1) (ambos asociados con la enfermedad anti-MBG),

e anticuerpo anti-receptor de fosfolipasa A2 (anti-PLA2R) (asociado con
la nefropatia membranosa idiopética),

e anticuerpo anti-proteinasa 3 (anti-PR3) y anticuerpo anti-
mieloperoxidasa (anti-MPO) (ambos asociados con la vasculitis
asociada a ANCA),

e anticuerpo anti-ADN de doble cadena (ds), anticuerpo contra el
antigeno A relacionado con el sindrome de Sjégren (anticuerpo anti-
SSA/Ro) y el antigeno B relacionado con el sindrome de Sjogren
(anticuerpo anti-SSB/La), anticuerpo anti-Smith, anticuerpo anti-
ribonucleoproteina (anti-RNP), anticuerpo anti-complemento Cl1q,
anticuerpo anti-antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA),
anticuerpo anti-cardiolipina, anticuerpo anti-glicoproteina beta2,
anticuerpo anti-granzima B y anticuerpo anti-nucleosoma (todos
asociados con el lupus eritematoso sistémico),

e anticuerpo antinuclear (asociado con el lupus eritematoso sistémico,

la esclerosis sistémica y la hepatitis autoinmune),
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factor reumatoide, anticuerpo antipéptido citrulinado (ACPA),
anticuerpo anti-CarP y anticuerpo antipéptido acetilado (AAPA) (todos
asociados con artritis reumatoide),

anticuerpo anticentromero (ACA), anticuerpo anti-Scl-70, anticuerpo
antiendotelial (AECA), anticuerpo anti-receptor de angiotensina Il tipo
1 (anti-AT1R) y anticuerpo anti-receptor de endotelina-1 tipo A (anti-
ETAR) (todos asociados con esclerosis sistémica),

anticuerpo anti-particula de reconocimiento de sefial (anti-SRP)
(asociado con miopatia necrotizante inmunomediada y polimiositis),
anticuerpo anti-HMG-CoA reductasa (anti-HMGCR) (asociado con
miopatia necrotizante inmunomediada),

anticuerpo anti-Jo-1, anticuerpo anti-PL-7, anticuerpo anti-PL-12,
anticuerpo anti-EJ, anticuerpo anti-OJ, anticuerpo anti-Mi-2,
anticuerpo anti-ribonucleoproteina U3 (anti-U3 RNP o anti-fibrilarina),
anticuerpo anti-ribonucleoproteina U2 y (anti-U2 RNP) (todos
asociados con polimiositis),

anticuerpo anti-Ku (asociado con lupus eritematoso sistémico y
polimiositis),

anticuerpo anti-proteina de matriz nuclear 2 (anti-NXP-2), anticuerpo
anti-Mi2, anticuerpo anti-proteina asociada a la diferenciacion del
melanoma 5 (anti-MDA5) y anticuerpo anti-factor intermediario de
transcripcion 1l-gamma (anti-TIF1y) (todos asociados con
dermatomiositis),

anticuerpo anti-receptor de acetilcolina (anti-AChR), anticuerpo anti-
guinasa especifica del musculo (anti-MuSK) y anticuerpo anti-proteina
relacionada con lipoproteina 4 (anti-LRP4) (todos asociados con
miastenia gravis),

anticuerpo anti-neurofascina-155 (anti-Nfasc155), anticuerpo anti-
neurofascina-140/186 (anti-Nfasc140/186), anticuerpo anti-contactina-
1 (anti-CNTN1) y anticuerpo anti-proteina asociada a la contactina
similar a 1 (anti-Casprl) (todos asociados con polineuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica (CIDP)),
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anticuerpo anti-gangliosido GM1 (anti-GM1), anticuerpo anti-
gangliosido GTla (anti-GTla) y anticuerpo anti-gangliosido GD1la
(anti-GD1a) (todos asociados con Sindrome de Guillain-Barré),
anti-ganglioside GQ1b (anti-GQ1b) antibody (associated with Guillain-
Barré syndrome and Miller Fisher syndrome),

anticuerpo anti-acuaporina-4 (anti-AQP4) (asociado con trastornos del
espectro de la neuromielitis Optica),

anticuerpos anti-NMDAR (asociados con lupus eritematoso sistémico
y encefalitis autoinmune con autoanticuerpos positivos),

anticuerpo anti-proteina 2 asociada a contactina (anti-Caspr2),
anticuerpo anti-receptor de acido gamma-aminobutirico tipo B (anti-
GABADbR), anticuerpo anti-glioma rico en leucina inactivado 1 (anti-
LGI1) y anticuerpo anti-proteina 11 similar a Kelch (anti-KIh11) (todos
asociados con encefalitis autoinmune con autoanticuerpos positivos),
anticuerpo anti-B2 glucoproteina | (anti-B2GPI) y anticuerpo anti-
fosfolipidos anticuerpo (ambos asociados con el sindrome
antifosfolipido primario),

anticuerpo anti-FcyRIllIb y anticuerpo anti-CD177 (ambos asociados
con neutropenia autoinmune primaria),

anticuerpo anti-actina de musculo liso (anti-SMA) y anticuerpo anti-
microsomal de higado y rifidon (anti-LKM) (ambos asociados con
hepatitis autoinmune),

anticuerpo anti-ADAMTS13 (asociado con purpura trombocitopénica
trombatica idiopatica),

anticuerpo anti-GP llb/llla plaquetario y anticuerpo anti-GP Ib/IX
plaquetario (ambos asociados con puarpura trombocitopénica
inmunitaria idiopatica),

inmunoglobulina inhibidora de la union a la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) (TBII), inmunoglobulinas estimulantes de la tiroides
(TSI), anticuerpo inhibidor de la unién a la tirotropina (TBI) y anticuerpo

anti-receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (anti-
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IFG1R) (todos asociados con enfermedad de Graves y enfermedad
ocular tiroidea),

e anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea (anti-TPO) (asociado con tiroiditis
autoinmune/tiroiditis de Hashimoto),

e anticuerpo anti-tiroglobulina (asociado con enfermedad de Graves),

e autoanticuerpo citoplasmatico de células de los islotes (ICA),
autoanticuerpo anti-4cido glutdmico descarboxilasa (GADA),
autoanticuerpo asociado al insulinoma-2 (IA-2A) y autoanticuerpo anti-
insulina (IAA) (todos asociados con diabetes tipo 1),

e anticuerpo neutralizante anti-adenovirus, anticuerpo neutralizante
anti-lentivirus, anticuerpo neutralizante anti-AAV1, AAV2, AAV3 AAV4,
AAV5, AAV6, AAV7, AAV8 y/lo AAV9 (asociado con terapia génica
previa), y

e anticuerpo anti-factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (anti-GM-CSF) (asociado con proteinosis alveolar
pulmonar adquirida (PAP).

[00153] En algunas realizaciones, la administracibn a un sujeto humano (por
ejemplo, administracién subcutanea o subcutanea crénica a un humano) de una
cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcRn descrito en este documento disminuye la
proteinuria en un sujeto que tiene nefritis lipica en al menos aproximadamente un
40 %, 50 %, 65 % u 80 %, medido por los niveles de proteina en la orina del sujeto.
[00154] La dosificacion preferida de la composicion farmacéutica puede variar
dependiendo de la condicién y el peso corporal del paciente, la gravedad de la
enfermedad, la forma del farmaco, la via y la duracién de la administracién, pero
puede ser seleccionada apropiadamente por un experto en la materia. En la
composicién farmacéutica para el tratamiento o prevencion de una enfermedad
autoinmune de la presente divulgacion, el ingrediente activo puede incluirse en
cualquier cantidad (cantidad efectiva) dependiendo del uso, la formulacién, el
propésito de la combinacion y similares, siempre que pueda exhibir actividad
terapéutica para una enfermedad autoinmune, o en particular, un efecto terapéutico
sobre una enfermedad autoinmune. Una cantidad efectiva tipica se determinara

dentro del rango de 0.001 % en peso a 20.0 % en peso en base al peso total de la
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composicién. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad
eficaz" se refiere a una cantidad de un ingrediente activo que tiene un efecto de
tratamiento o mejora del estado de una enfermedad autoinmune, en particular, una
cantidad de un ingrediente activo capaz de inducir un efecto de tratamiento o mejora
del estado de una enfermedad autoinmune. Dicha cantidad eficaz puede
determinarse empiricamente dentro de la capacidad habitual de una persona con
conocimientos habituales en la materia.

[00155] En una realizacién, el término "tratamiento” incluye cualquier forma de
administracion o aplicacion para tratar una enfermedad en un mamifero, incluido un
ser humano. Ademas, el término anterior incluye inhibir o ralentizar la enfermedad o
su progresion; restaurar o reparar la funcion dafiada o faltante, aliviando asi parcial
o completamente la enfermedad; estimular procesos ineficientes; o aliviar
enfermedades graves.

[00156] En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método para
prevenir un trastorno autoinmunitario que comprende administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-FcRn o un fragmento de union al
antigeno del mismo, o una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento.

[00157] Cualquier realizacion del presente documento que se refiera a métodos
para tratar un trastorno autoinmunitario que comprende administrar un anticuerpo
anti-FcRn, un fragmento de unién al antigeno del mismo, o0 una composicion
farmacéutica también abarca el uso del anticuerpo anti-FcRn, un fragmento de union
al antigeno del mismo, o la composicion farmacéutica para la preparacion de un
medicamento para tratar un trastorno autoinmunitario. Asimismo, cualquier
realizacion del presente documento que se refiera a métodos para prevenir un
trastorno autoinmunitario que comprende administrar un anticuerpo anti-FcRn, un
fragmento de union al antigeno del mismo, 0 una composicion farmacéutica también
abarca el uso del anticuerpo anti-FcRn, un fragmento de unién al antigeno del mismo,
o la composicion farmacéutica para la preparacion de un medicamento para prevenir
un trastorno autoinmunitario.

[00158] Los parametros farmacocinéticos, como la biodisponibilidad, y los

parametros subyacentes, como la tasa de depuracion, también pueden afectar la
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eficacia. Por lo tanto, la "eficacia mejorada™ (por ejemplo, la mejora de la eficacia)
puede atribuirse a parametros farmacocinéticos mejorados y a una eficacia
mejorada, y puede medirse comparando parametros como la tasa de depuracion y
el tratamiento o la mejora de una enfermedad autoinmune en un animal de
laboratorio o0 en un sujeto humano.

[00159] Como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad
terapéuticamente eficaz" o "cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad de un compuesto o composicion eficaz para prevenir o tratar una
enfermedad diana, y significa una cantidad que es suficiente para tratar una
enfermedad con una relacion beneficio/riesgo razonable aplicable al tratamiento
médico y que no causa efectos secundarios. El nivel de la cantidad eficaz puede
determinarse de acuerdo con el estado de salud del paciente, el tipo y la gravedad
de la enfermedad, la actividad del farmaco, la sensibilidad al farmaco, el método de
administracion, el tiempo de administracion, la via de administracion y la tasa de
excrecion, la duracion del tratamiento, factores que incluyen los farmacos
combinados o utilizados simultineamente y otros factores bien conocidos en el
campo médico. En una realizacion, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere
a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar una enfermedad autoinmune.
[00160] En este sentido, la composicién farmacéutica puede comprender ademas
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente aceptable
puede ser cualquier material no téxico adecuado para su administracion a un
paciente. Se pueden incluir como vehiculo agua destilada, alcohol, grasas, ceras y
sélidos inertes. Ademas, se puede incluir en la composicion farmacéutica un
adyuvante farmacéuticamente aceptable (tampdén, agente dispersante).

[00161] Especificamente, la composicion farmacéutica puede incluir un vehiculo
farmacéuticamente aceptable ademas de un ingrediente activo y se puede preparar
como una formulacién parenteral de acuerdo con la via de administracion mediante
un método convencional conocido en la técnica. En este caso, "farmacéuticamente
aceptable” significa que no inhibe la actividad de un ingrediente activo y no tiene
toxicidad mas alla de lo que un sujeto al que se le va a aplicar (prescribir) puede

tolerar.
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[00162] Cuando la composicion farmacéutica se prepara como formulacion
parenteral, puede formularse en forma de inyecciones, preparaciones transdérmicas,
inhalantes nasales y supositorios junto con un portador adecuado segun métodos
conocidos en la técnica. La formulacion de una composicion farmacéutica es
conocida en la técnica y, en concreto, puede hacerse referencia a la bibliografia
[Remington's Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995)] y similares. La bibliografia se
considera parte de la presente especificacion.

[00163] La dosis preferida de la composicion farmacéutica puede variar en funcion
de la afeccion, el peso corporal, el sexo y la edad del paciente, la gravedad de la
enfermedad, la via de administracion y similares, y puede ser seleccionada
adecuadamente por un experto en la materia.

[00164] Un sujeto al que se puede aplicar (prescribir) la composicion farmacéutica
es un mamifero y un humano, particularmente preferiblemente un humano.

[00165] En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para
tratar una enfermedad autoinmune, que comprende administrar una cantidad eficaz
de un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo que se une
especificamente a FcRn a un paciente que necesita tratamiento para una
enfermedad autoinmun.

[00166] En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para
aliviar una enfermedad autoinmune o aloinmune, que comprende administrar el
anticuerpo anti-FcRn o el fragmento de unién a antigeno del mismo a un sujeto que
lo necesite. Ademas, se proporciona una terapia anti-FCRn especifica al mismo
tiempo.

[00167] EI método o terapia anti-FCRn para aliviar una afeccion autoinmune o
aloinmune segun la presente divulgacion puede lograrse administrando la
composicién farmacéutica segun la presente divulgacion a un sujeto. La composiciéon
farmacéutica segun la presente divulgacion puede administrarse por via oral o
parenteral. Por ejemplo, puede administrarse a través de una via de administracion
como inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular,
inyeccion intraperitoneal, administraciébn tépica, administracion intranasal,
administracion intrapulmonar y administracion intrarrectal. En algunas realizaciones,

la composicion farmaceéutica aqui divulgada se administra por via subcutanea.



46

[00168] La dosis preferida de la composicion farmacéutica puede variar
dependiendo de la condicién y el peso corporal del paciente, la gravedad de la
enfermedad, la forma del farmaco, la ruta y la duracion de la administracion, pero
puede ser seleccionada apropiadamente por un experto en la materia, y puede
administrarse una vez o repetidamente.

[00169] En diversas realizaciones de los métodos y usos terapéuticos aqui
descritos, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno se administra a un paciente
como una dosis fija. En diversas realizaciones de los métodos y usos terapeuticos
aqui divulgados, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno se administra a un
paciente como una dosis basada en el peso, es decir, una dosis dependiente del
peso corporal del paciente. En diversas realizaciones de los métodos y usos
terapéuticos aqui divulgados, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se
administra a un paciente como una dosis basada en el area de superficie corporal,
es decir, una dosis dependiente del area de superficie corporal (ASC) del paciente.
En diversas realizaciones, la dosis administrada al paciente comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno.

[00170] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 300 mg a
aproximadamente 500 mg. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento

de unién al antigeno se administra al paciente por via subcutanea en una dosis

de aproximadamente 300 mg a aproximadamente 500 mg, por ejemplo, una vez

a la semana, una vez al mes, una vez cada 2 semanas 0 una vez cada 3
semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra (por ejemplo, por via subcutanea) al paciente en una
dosis de aproximadamente 300 mg, aproximadamente 310 mg,
aproximadamente 320 mg, aproximadamente 330 mg, aproximadamente 340
mg, aproximadamente 350 mg, aproximadamente 360 mg, aproximadamente
370 mg, aproximadamente 380 mg, aproximadamente 390 mg,
aproximadamente 400 mg, aproximadamente 410 mg, aproximadamente 420
mg, aproximadamente 430 mg, aproximadamente 440 mg, aproximadamente
450 mg, aproximadamente 460 mg, aproximadamente 470 mg,

aproximadamente 480 mg, aproximadamente 490 mg o aproximadamente 500
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mg (por ejemplo, una vez a la semana, una vez al mes, una vez cada dos
semanas o una vez cada tres semanas). En algunas realizaciones, el anticuerpo
o el fragmento de union al antigeno se administra (por ejemplo, por via
subcutanea) al paciente en una dosis de al menos o mas de aproximadamente
300 mg (por ejemplo, una vez a la semana, una vez al mes o una vez cada dos
semanas). En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 340 mg.
En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno se
administra al paciente en una dosis de aproximadamente 340 mg una vez a la
semana, una vez al mes o una vez cada 2 semanas. En algunas realizaciones,
el anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 340 mg una vez a la semana. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se administra al
paciente en una dosis de aproximadamente 340 mg una vez a la semana como
una unica inyeccién subcutanea. En algunas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una dosis de
aproximadamente 340 mg una vez a la semana durante al menos 2 semanas (p.
ej., 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8
semanas, 10 semanas, 12 semanas o mas). En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 340 mg una vez por semana durante al menos 4
semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 340 mg
una vez por semana durante al menos 7 semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 340 mg una vez por semana durante al menos 12
semanas. En algunas realizaciones, la administracién es subcutanea.

[00171] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 500 mg a
aproximadamente 700 mg. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento
de union al antigeno se administra al paciente por via subcutdnea en una dosis

de aproximadamente 500 mg a aproximadamente 700 mg, por ejemplo, una vez
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a la semana, una vez al mes, una vez cada dos semanas o una vez cada tres
semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra (por ejemplo, por via subcutanea) al paciente en una
dosis de aproximadamente 500 mg, aproximadamente 510 mg,
aproximadamente 520 mg, aproximadamente 530 mg, aproximadamente 540
mg, aproximadamente 550 mg, aproximadamente 560 mg, aproximadamente
570 mg, aproximadamente 580 mg, aproximadamente 590 mg,
aproximadamente 600 mg, aproximadamente 610 mg, aproximadamente 620
mg, aproximadamente 630 mg, aproximadamente 640 mg, aproximadamente
650 mg, aproximadamente 660 mg, aproximadamente 670 mg,
aproximadamente 680 mg, aproximadamente 690 mg o aproximadamente 700
mg (por ejemplo, una vez a la semana, una vez al mes, una vez cada dos
semanas o una vez cada tres semanas). En algunas realizaciones, el anticuerpo
o fragmento de union al antigeno se administra (por ejemplo, por via subcutanea)
al paciente en una dosis maxima o inferior a aproximadamente 750 mg o 700 mg
(por ejemplo, una vez ala semana, una vez al mes o una vez cada dos semanas).
En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se
administra al paciente en una dosis de aproximadamente 680 mg. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al
paciente en una dosis de aproximadamente 680 mg una vez a la semana, una
vez al mes o0 una vez cada 2 semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una dosis de
aproximadamente 680 mg una vez a la semana. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 680 mg una vez a la semana como dos 0 mas (por
ejemplo, dos) inyecciones subcutaneas consecutivas. En algunas realizaciones,
el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 680 mg una vez a la semana durante al menos 2
semanas (por ejemplo, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6
semanas, 7 semanas, 8 semanas, 10 semanas, 12 semanas 0 mas). En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se administra al

paciente en una dosis de aproximadamente 680 mg una vez a la semana durante
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al menos 4 semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente
680 mg una vez por semana durante al menos 7 semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al
paciente en una dosis de aproximadamente 680 mg una vez por semana durante
al menos 12 semanas. En algunas realizaciones, la administracion es
subcutanea.

[00172] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300
mg, aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente
500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000
mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente
1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg,
aproximadamente 1600 mg, aproximadamente 1700 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente
2300 mg, aproximadamente 2400 mg o aproximadamente 2500 mg. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se administra al
paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400
mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente 500 mg, aproximadamente
600 mg, aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg, aproximadamente 1100
mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1300 mg, aproximadamente
1400 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente
1900 mg, aproximadamente 2000 mg, aproximadamente 2100 mg,
aproximadamente 2200 mg, aproximadamente 2300 mg, aproximadamente
2400 mg o aproximadamente 2500 mg por via intravenosa. En algunas

realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se administra al
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paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400
mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente 500 mg, aproximadamente
600 mg, aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg, aproximadamente 1100
mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1300 mg, aproximadamente
1400 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente
1900 mg, aproximadamente 2000 mg, aproximadamente 2100 mg,
aproximadamente 2200 mg, aproximadamente 2300 mg, aproximadamente
2400 mg o aproximadamente 2500 mg por via subcutanea.

[00173] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en un rango de dosis entre cualquiera de los
valores de dosis a los que se hace referencia en el presente documento. En
algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se
administra al paciente en una dosis que es menor que cualquiera de los valores
de dosis a los que se hace referencia en el presente documento.

[00174] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300
mg, aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente
500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000
mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente
1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg,
aproximadamente 1600 mg, aproximadamente 1700 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente
2300 mg, aproximadamente 2400 mg o aproximadamente 2500 mg una vez por
semana (p. €j., por via subcutanea).

[00175] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al

antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg,
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aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300
mg, aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente
500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000
mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente
1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg,
aproximadamente 1600 mg, aproximadamente 1700 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mpg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente
2300 mg, aproximadamente 2400 mg o aproximadamente 2500 mg una vez cada
dos semanas. (por ejemplo, por via subcutanea).

[00176] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300
mg, aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente
500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000
mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente
1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg,
aproximadamente 1600 mg, aproximadamente 1700 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente
2300 mg, aproximadamente 2400 mg o aproximadamente 2500 mg una vez cada
tres semanas. (por ejemplo, por via subcutanea).

[00177] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300
mg, aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente
500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg,
aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000
mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente

1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg,
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aproximadamente 1600 mg, aproximadamente 1700 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente
2300 mg, aproximadamente 2400 mg o aproximadamente 2500 mg una vez al
mes (por ejemplo, por via subcutanea).

[00178] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 300 mg,
aproximadamente 600 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200
mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente
2100 mg o aproximadamente 2400 mg. En algunas realizaciones, el anticuerpo
o fragmento de union al antigeno se administra al paciente en una dosis de
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 900
mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 2100 mg o aproximadamente 2400 mg por via
intravenosa. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente 300 mg,
aproximadamente 600 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200
mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente
2100 mg o aproximadamente 2400 mg por via subcutdnea. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al
paciente en una dosis de aproximadamente 300 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1500
mg, aproximadamente 1800 mg o aproximadamente 2100 mg una vez por
semana (por ejemplo, por via subcutdnea). En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se administra al paciente en una
dosis de aproximadamente 300 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1500
mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente 2100 mg o aproximadamente
2400 mg una vez cada dos semanas (por ejemplo, por via subcutanea). En
algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se
administra al paciente en una dosis de aproximadamente 300 mg,

aproximadamente 600 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200
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mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente
2100 mg o aproximadamente 2400 mg una vez cada tres semanas (por ejemplo,
por via subcutanea). En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
union al antigeno se administra al paciente en una dosis de aproximadamente
300 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 900 mg,
aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente
1800 mg, aproximadamente 2100 mg o aproximadamente 2400 mg una vez al
mes (por ejemplo, por via subcutédnea).

[00179] En algunas realizaciones, el anticuerpo se administra (por ejemplo, por
via subcutanea) al paciente en una dosis de aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente 600
mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente
1500 mg, aproximadamente 1800 mg, aproximadamente 2100 mg o
aproximadamente 2400 mg, o en cualquier dosis entre dos de estas dosis (por
ejemplo, se administra en esta dosis una vez a la semana por via subcutanea,
una vez cada dos semanas por via subcutanea, una vez cada tres semanas por
via subcutanea o una vez al mes por via subcutanea). En algunas realizaciones,
las dosis proporcionadas en el presente documento son dosis adecuadas para
la administracion a un ser humano.

[00180] En algunas realizaciones, el anticuerpo, el fragmento de union a
antigeno o la composicién farmacéutica se administra al paciente una vez a la
semana o una vez al mes. En algunas realizaciones, el anticuerpo, fragmento de
unién a antigeno, o composicion farmacéutica se administra al paciente una vez
por semana durante al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3
semanas, al menos 4 semanas, al menos 5 semanas, al menos 6 semanas, al
menos 7 semanas, al menos 8 semanas, al menos 9 semanas, al menos 10
semanas, al menos 12 semanas, al menos 20 semanas, al menos 24 semanas,
al menos 30 semanas, al menos 40 semanas, al menos 50 semanas, al menos
60 semanas, al menos 70 semanas, al menos 76 semanas, al menos 80
semanas, o durante mas tiempo.

[00181] In some embodiments, the antibody, antigen-binding fragment, or

pharmaceutical composition is administered to the patient once in about two or
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three weeks. In some embodiments, the antibody, antigen-binding fragment, or
pharmaceutical composition is administered to the patient once every other week
(i.e., once in two weeks) for at least 2 weeks, at least 4 weeks, at least 6 weeks,
at least 8 weeks, at least 10 weeks, at least 12 weeks, at least 20 weeks, at least
24 weeks, at least 30 weeks, at least 40 weeks, at least 50 weeks, at least 60
weeks, at least 70 weeks, at least 76 weeks, at least 80 weeks, or longer.
[00182] En algunas realizaciones, el anticuerpo, el fragmento de unién al
antigeno o la composicion farmaceéutica se administra al paciente una vez cada
dos o tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo, el fragmento de
unién al antigeno o la composicion farmacéutica se administra al paciente una
vez cada dos semanas (es decir, una vez cada dos semanas) durante al menos
2 semanas, al menos 4 semanas, al menos 6 semanas, al menos 8 semanas, al
menos 10 semanas, al menos 12 semanas, al menos 20 semanas, al menos 24
semanas, al menos 30 semanas, al menos 40 semanas, al menos 50 semanas,
al menos 60 semanas, al menos 70 semanas, al menos 76 semanas, al menos
80 semanas 0 mas.

[00183] En algunas realizaciones, el anticuerpo, el fragmento de unién al
antigeno o la composicion farmacéutica se administra al paciente una vez cada
3 semanas durante al menos 3 semanas, al menos 6 semanas, al menos 9
semanas, al menos 12 semanas, al menos 18 semanas, al menos 21 semanas,
al menos 24 semanas, al menos 30 semanas, al menos 42 semanas, al menos
48 semanas, al menos 60 semanas, al menos 72 semanas, al menos 78
semanas, al menos 81 semanas 0 mas.

[00184] En algunas realizaciones, el anticuerpo, fragmento de unién al
antigeno o composicién farmacéutica se administra al paciente una vez por
semana durante 6 a 76 semanas, o cualquier periodo de tiempo intermedio. En
algunas realizaciones, el anticuerpo, fragmento de unién al antigeno o
composicién farmacéutica se administra al paciente una vez por semana durante
al menos 2 semanas, al menos 3 semanas, al menos 4 semanas 0 al menos 6
semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo, fragmento de union al
antigeno o composicién farmacéutica se administra al paciente una vez por

semana durante al menos 4 semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo,
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fragmento de union al antigeno o composicion farmacéutica se administra al
paciente una vez por semana durante al menos 7 semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo, fragmento de union al antigeno o composicion
farmacéutica se administra al paciente una vez por semana durante al menos 12
semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo, fragmento de union al
antigeno o composicion farmacéutica se administra al paciente una vez por
semana durante al menos 24 semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo,
el fragmento de unién al antigeno o la composicién farmacéutica se administra
al paciente una vez por semana durante al menos 52 semanas.

[00185] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno se administra al paciente en una o mas dosis (por ejemplo, dos 0 mas
dosis diferentes). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno se administra al paciente en dos dosis diferentes,
por ejemplo, al menos una dosis mas alta, seguida de al menos una dosis mas
baja. Una dosis mas alta (por ejemplo, una dosis mas alta de dos dosis
diferentes) puede denominarse en el presente documento dosis de "induccion”,
es decir, una dosis capaz de reducir el nivel de al menos un autoanticuerpo y/o
anticuerpo patégeno (por ejemplo, al menos una IgG) en un paciente y/o una
muestra de un paciente. Una dosis mas baja (por ejemplo, una dosis mas baja
de dos dosis diferentes) puede denominarse en el presente documento dosis de
"mantenimiento”, es decir, una dosis capaz de mantener el nivel reducido de al
menos un autoanticuerpo y/o anticuerpo patégeno (por ejemplo, al menos una
IgG) en el paciente y/o una muestra del paciente después de al menos una dosis
de induccion de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno (por ejemplo,
aproximadamente el 20-80 % de los valores previos al tratamiento (dosis previa
a la induccién)). En algunas realizaciones, una dosis de mantenimiento mantiene
el nivel de al menos un autoanticuerpo y/o anticuerpo patégeno (por ejemplo, al
menos una 1gG) en el paciente y/o una muestra del paciente en
aproximadamente o menos del 20 %, aproximadamente el 25 %,
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40
%, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el

55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente
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el 70 %, aproximadamente el 75 % o aproximadamente el 80 % de los valores
previos al tratamiento (dosis previa a la induccion).

[00186] En algunas realizaciones, la dosis de induccion y la dosis de
mantenimiento se alternan, por ejemplo, el paciente puede recibir la dosis de
induccion durante un primer periodo de tiempo seguida de la dosis de
mantenimiento durante un primer periodo de tiempo, seguida de la dosis de
induccion durante un segundo periodo de tiempo, opcionalmente seguida de la
dosis de mantenimiento durante un segundo periodo de tiempo. En algunas
realizaciones, el ciclo de dosis de induccion y mantenimiento (la administracion
de la dosis de induccion durante un periodo de tiempo seguida de la
administracion de la dosis de mantenimiento durante un periodo de tiempo es un
ciclo) se repite una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, seis
veces, siete veces o diez veces. En algunas realizaciones, el ciclo de dosis de
induccion y mantenimiento se repite durante aproximadamente 3 meses,
aproximadamente 6 meses, aproximadamente 12 meses, aproximadamente 15
meses, aproximadamente 18 meses, aproximadamente 24 meses 0 mas.
[00187] En algunas realizaciones, al menos una dosis mas alta y/o dosis de
induccion es de aproximadamente 680 mg por dosis 0 mas (por ejemplo,
aproximadamente 680 mg, aproximadamente 700 mg por dosis,
aproximadamente 720 mg por dosis, aproximadamente 750 mg por dosis 0 mas).
En algunas realizaciones, la al menos una dosis mas alta y/o dosis de induccion
es de aproximadamente una dosis, aproximadamente 2 dosis, aproximadamente
3 dosis, aproximadamente 4 dosis o aproximadamente 5 dosis a
aproximadamente 680 mg por dosis 0 mas (por ejemplo, aproximadamente 680
mg, aproximadamente 700 mg por dosis, aproximadamente 720 mg por dosis,
aproximadamente 750 mg por dosis 0 mas). En algunas realizaciones, la al
menos una dosis mas alta y/o dosis de induccién es de aproximadamente 3 dosis
de aproximadamente 680 mg por dosis o0 mas (por ejemplo, aproximadamente
680 mg, aproximadamente 700 mg por dosis, aproximadamente 720 mg por
dosis, aproximadamente 750 mg por dosis 0 mas).

[00188] En algunas realizaciones, la al menos una dosis mas alta y/o dosis de

induccion se administra al paciente una vez, una vez a la semana, una vez cada
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2 semanas o0 una vez al mes. En algunas realizaciones, la al menos una dosis
mas alta y/o dosis de induccién se administra al paciente por via intravenosa. En
algunas realizaciones, la al menos una dosis més alta y/o dosis de induccion se
administra al paciente por via subcutanea. En algunas realizaciones, cada dosis
mas alta se administra al paciente como una o mas inyecciones subcutaneas.
En algunas realizaciones, cada dosis mas alta se administra al paciente como
dos inyecciones subcutaneas consecutivas.

[00189] En algunas realizaciones, al menos una dosis inferior y/o dosis de
mantenimiento es de aproximadamente 340 mg por dosis 0 mas (por ejemplo,
aproximadamente 340 mg, aproximadamente 360 mg, aproximadamente 380
mg, aproximadamente 400 mg por dosis 0 mas). En algunas realizaciones, la al
menos una dosis inferior y/o dosis de mantenimiento es de aproximadamente
una dosis, aproximadamente 2 dosis, aproximadamente 3 dosis,
aproximadamente 4 dosis o aproximadamente 5 dosis de aproximadamente 340
mg por dosis 0 mas (por ejemplo, aproximadamente 340 mg, aproximadamente
360 mg, aproximadamente 380 mg, aproximadamente 400 mg por dosis 0 mas).
En algunas realizaciones, la al menos una dosis inferior y/o dosis de
mantenimiento es de aproximadamente 3 dosis de aproximadamente 340 mg por
dosis 0 mas (por ejemplo, aproximadamente 340 mg, aproximadamente 360 mg,
aproximadamente 380 mg, aproximadamente 400 mg por dosis 0 mas). En
algunas realizaciones, la al menos una dosis mas baja y/o dosis de
mantenimiento se administra al paciente una vez, una vez a la semana, una vez
cada 2 semanas o una vez al mes. En algunas realizaciones, la al menos una
dosis més baja y/o dosis de mantenimiento se administra al paciente por via
subcutanea. En algunas realizaciones, cada dosis mas baja se administra al
paciente como una 0 mas inyecciones subcutaneas. En algunas realizaciones,
cada dosis mas baja se administra al paciente como una inyeccién subcutanea.

Ejemplos

[00190] A continuacion, la presente divulgacion se describira con mas detalle
mediante los siguientes ejemplos. Sin embargo, los siguientes ejemplos son solo
para ilustrar la presente divulgacion, y el alcance de la presente divulgacién no

se limita a los mismos.
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I. Disefio de variantes para mejorar las propiedades fisicas del anticuerpo
HL161AN

[00191] Con el fin de mejorar la estabilidad a través de la ingenieria molecular
de HL161AN, se utilizaron la herramienta in silico de Lonza y el andlisis LC-
MS/MS para identificar los sitios de aminoacidos que podrian afectar la
estabilidad y para disefiar variantes. En la FIG. 1 se muestra un esquema del
disefio in silico de las variantes de HL161AN.

[00192] Las proteinas terapéuticas, incluidos los anticuerpos, estan presentes
en una forma heterogénea debido a la modificacién postraduccional (PTM) y la
modificacién quimica. La modificacion incluye la glicosilacion, la desamidacion,
la oxidacion y similares, y se sabe que ocurre dependiendo del sistema celular
huésped, el proceso de produccion, las condiciones de almacenamiento y
similares. Esta modificacibn se considera un desafio importante durante el
proceso de produccion de proteinas terapéuticas, ya que causa efectos
secundarios como una menor eficacia, una vida util limitada y una respuesta
inmune debido a la agregacion (De Groot 2006).

[00193] HL161AN es un anticuerpo anti-hFcRn en forma de IgG1 humana
modificada que tiene una alta afinidad por el FcRn humano (2x101° M) y tiene
un alto efecto PD en un estudio in vivo en monos cynomolgus. Sin embargo,
tiene desventajas, ya que tiene una baja estabilidad térmica (aproximadamente
58,4 °C), la agregacion se produce a una concentracion de 30 mg/mL o mas, y
se identifican muchas variantes de carga en el analisis CEX-HPLC y clEF. Por lo
tanto, encontramos el sitio PTM vy el sitio principal para la agregacion utilizando
una herramienta in silico basada en los resultados del andlisis de la estructura
cristalina de rayos X y la secuencia de aminoécidos, e identificamos el sitio
modificado a través del andlisis LC-MS/MS de la muestra HL161AN. A
continuacion, combinando los dos resultados, intentamos disefiar una variante

que pueda reducir el riesgo de PTM y agregacion.
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Ejemplo 1. Evaluacion in silico del riesgo de agregacion y del riesgo
de PTM
[00194] El riesgo de agregacion y de modificacion postraduccional se predijo
mediante andlisis in silico.
[00195] La agregacion de proteinas se ve afectada por factores ambientales
como el pH, la concentracidn, el tampdn, el excipiente, la fuerza de corte y
similares, y las propiedades intrinsecas. Para predecir el riesgo de agregacion
segun la secuencia de aminoacidos, se utilizo la base de datos Sentinel
APART™ de Lonza. Este es un programa validado en base a los resultados
experimentales sobre la agregacion de mas de 500 anticuerpos. Cuando se
introduce la secuencia del anticuerpo probado, se predice el riesgo de
agregacion. El algoritmo Sentinel APART predijo que HL161AN tendria un mayor
riesgo de agregacion.
[00196] Ademas, utilizando la herramienta in silico desarrollada por Lonza, se
predijo la modificacion postraduccional (PTM) como se describe a continuacion
(FIG. 2 y 3). Especificamente, el riesgo de la modificacion postraduccional se
realizo teniendo en cuenta i) la desamidaciéon de asparagina, ii) la isomerizacion
y fragmentacion del &cido aspartico, iii) el recorte de lisina C-terminal, iv) la
respuesta ADCC/CDC de Fc, la vida media y la purificacion de la proteina A, v)
el grupo tiol de cisteina libre, vi) N-glicosilacion, O-glicosilacion, vii) la oxidacién
y viii) la formacion de piroglutamato, y similares.
[00197] Como resultado del analisis de la secuencia de aminoacidos de
HL161AN, se predijo la posibilidad de desamidacion de asparagina en 4 sitios de
la cadena ligera (L) y 12 sitios de la cadena pesada (H). La mayoria de ellos eran
asparaginas conservadas y se predijo que tenian un riesgo bajo, y 4 sitios tenian
la posibilidad de desamidacion, pero no correspondian a las regiones CDR, por
lo que se confirmd que no se requeria ingenieria de proteinas. En consecuencia,
se analizé que solo L:Asn25 de la region CDR de la cadena ligera requeria
ingenieria de proteinas.
[00198] Ademas, un grupo tiol de cisteina libre da como resultado un
plegamiento incorrecto de proteinas, agregacion, union tisular no especifica,

inmunogenicidad y potencialmente baja productividad. Como resultado de
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confirmar si HL161AN tiene un grupo tiol de cisteina libre, se encontré un grupo
tiol libre en H:Cys32, y se determin6 que era necesaria la ingenieria de proteinas
de este aminoacido.

Ejemplo 2. Analisis del sitio PTM mediante analisis LC-MS/MS
[00199] La modificacion de la desamidacion y oxidacion para 2 lotes de
HL161AN se analiz6 por LC-MS/MS. Como resultado del mapeo de péptidos
utilizando dos enzimas, es decir, mezcla de tripsina + Lys C y quimotripsina, se
confirmo una cobertura de secuencia del 100 % (FIG. 4).

[00200] Como resultado del analisis de modificacion, se confirmaron la
desamidacion y oxidaciéon en 7 y 6 sitios en la muestra estandar interna de
HL161AN, respectivamente, y en 10 y 8 sitios en la muestra BO12 de HL161AN,
respectivamente.

[00201] Los sitios de desamidacion y oxidacion de la muestra de HL161AN por
LC-MS/MS se resumen y se muestran en las Tablas 2 y 3, respectivamente, a

continuacion.

[Tabla 2]
Sitio Mues_tra estandar HL161AN B012
Interna

L:Asn25 V

L:GIn36 v
L:GIn37 V
L:Asn130 V
H:Asn74 \

H:GIn82 V

H:Asn84 V
H:GIn113 V V
H:Asn280 ol
H:Asn319 \ V
H:GIn351 N
H:Asn388 \ \
H:GIn390 v
H:GIn422 N
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Sitio Mues,tra estandar HL161AN B012
Interna
Total 7 10
[Tabla 3]
Sitio Mues_tra estandar HL161AN B012
Interna
L:Trp34 N V
L:Trp197 \
H:Met34 \ V
H:Met83 V V
H:Trp102 v
H:Met256 \ \
H:Asn319 \ \
H:Asn388 \ v
Total 6 8

Ejemplo 3. Seleccidn de sitios a modificar
[00202] Con base en los resultados del analisis in silico y los resultados de LC-
MS/MS, se seleccionaron los aminoacidos de sustitucion para los tres sitios de
aminoacidos (L:Asn25, H:Cys32, H:GIn82) que se determind que requieren
modificacién. A partir de los datos del analisis de la estructura por cristalografia de
rayos X, estos tres sitios de aminoacidos estan lejos de la region CDR que se une
al antigeno objetivo, por lo que se determind que la sustitucion no afectaria la
afinidad (FIG. 5). En la seleccion de la sustitucion de aminoacidos, se determiné
que la sustitucion con serina (Ser) o glutamina (GIn) para L:Asn25; serina (Ser) o
tirosina (Tyr) para H:Cys32; y serina (Ser), treonina (Thr) o acido glutdmico (Glu)
para H:GIn82 podria reducir el riesgo de PTM. Para cada método de selecciéon de
aminodacidos se utilizé un método de sustitucion de cadena lateral quimicamente
similar, como la sustitucion de asparagina por glutamina (Tabla 4). Con base en

estos resultados, se disefiaron 2 cadenas ligeras y 11 cadenas pesadas (Tabla 5).
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[00203] Las sustituciones sugeridas de los sitios PTM seleccionados se

resumen y se muestran en la Tabla 4 a continuacion, y las variantes disefiadas

de HL161AN se resumen y se muestran en la Tabla 5 a continuacion.

[Tabla 4]
Sitio PTM o
) Sustitucion o
selecciona , Descripcion
sugerida
do
. Sustitucion conservadora. Sin embargo, la glutamina no se
L:Asn25 glutamina N
produce de forma natural en este sitio.
_ Una alternativa a la glutamina es una sustitucion neutra de
L:Asn25 serina . .
la cadena lateral pequefia y preferiblemente polar.
. La cadena lateral de la serina es mas similar a la cadena
H:Cys32 serina o
lateral de la cisteina.
o La tirosina se basa principalmente en alineaciones de
H:Cys32 tirosina ) . _ -
secuencias comunmente identificadas.
Cadena lateral similar
H-GIng2 acido Sin embargo, la introduccidén de una carga negativa afecta
:GlIn
glutdmico | el punto isoeléctrico y, por lo tanto, puede afectar la
potencia.
. El rotAmero de serina muestra una mejor posibilidad de
H:GIn82 serina y o
unién de hidrégeno en la cadena lateral.
La cadena lateral ramificada beta de treonina tiene una
H:GIn82 treonina mejor posibilidad de cadena beta, lo que puede mostrar una
mejor estabilidad.
[Tabla 5]
Nombre de la o
Descripcion
cadena
Cadena ligera
HL161AN_LC_1 L:N25S
HL161AN_LC 2 L:N25Q
Cadena pesada
HL161AN_HC 1 H:C32S
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HL161AN_HC_2 H:C32Y
HL161AN_HC_3 H:Q82S
HL161AN_HC 4 H:Q82T
HL161AN_HC_5 H:Q82E

HL161AN_HC_6

H:C32S, H:Q82S

HL161AN_HC_7

H:C32S, H:Q82T

HL161AN_HC_8

H:C32S, H:Q82E

HL161AN_HC_9

H:C32Y, H:Q82S

HL161AN_HC_10

H:C32Y, H:Q82T

HL161AN_HC 11

H:C32Y, H:Q82E

[00204] Combinando la serie de resultados anteriores, se obtiene lo que se
describe a continuacion.
[00205] Con el propdsito de mejorar la estabilidad a través de la ingenieria

molecular de HL161AN, se utilizaron la herramienta in silico de Lonza y el andlisis
LC-MS/MS para identificar sitios de aminoacidos que podrian afectar la estabilidad
y para disefar variantes a través de mutaciones.

[00206]
(L:Asn25, H:Cys32, H:GIn82) del anticuerpo HL161AN requerian ingenieria. Se

Como resultado, se determiné que los tres sitios de aminoacidos

determind que la sustitucion con serina o glutamina para L:Asn25; serina o tirosina
para H:Cys32; y serina, treonina o acido glutamico para H:GIn82 podria reducir el
riesgo de PTM. Se disefiaron un total de 22 variantes de HL161AN (2 cadenas
ligeras y 11 cadenas pesadas de variantes de HL161AN) mediante sustitucion de
aminoécidos.

[00207]

mutagénesis dirigida al sitio y, a continuacion, se examinaron los anticuerpos con

A continuacion, se prepararon 22 variantes mediante un método de

estabilidad mejorada mediante evaluaciones in vitro e in vivo.
Il. Deteccidn in vitro de variantes del anticuerpo HL161AN
[00208]

tiene desventajas, ya que tiene malas propiedades fisicoquimicas, por lo que la

HL161AN tiene una excelente eficacia farmacoldgica in vitro/in vivo, pero

estabilidad de almacenamiento es deficiente y la formulacion SC (subcutanea) de
alta concentracion es dificil. Para mejorar esto, se determinaron los sitios que

podrian afectar la estabilidad del anticuerpo como se describié anteriormente a
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través del analisis de la secuencia de aminoacidos y la estructura molecular de
HL161AN, y se prepararon un total de 22 variantes de HL161AN mediante ingenieria
de los sitios de aminoacidos derivados (Tabla 6). A continuacién, se realiz6 una
evaluacion in vitro mediante la produccion de 22 variantes de HL161AN obtenidas.

Ejemplo de preparacion 1. Preparacion de los materiales de prueba

Ejemplo de preparacion 1.1. Muestra de estandar de referencia
HL161AN (Estandar de referencia, RS): control 1

- Numero de lote: HL161AN/16E11/STO1

- Concentracion: 13 mg/mL

- Tampodn de formulacién: 100 mM de histidina, 100 mM de arginina-HCI,
pH 6,0

- Condiciones de almacenamiento: < -60°C

Ejemplo de preparacion 1.2. Plasmido variante HL161AN

- 2 mutaciones de cadena ligera y 11 mutaciones de cadena pesada

- Condiciones de almacenamiento: < -60 °C
[00209] En la secuencia de aminoacidos de HL161AN, se sustituyeron dos o
mas aminoacidos como se muestra en la Tabla 6 a continuacion.
[Tabla 6]

Variante N° Cadena| Cadena Variante N° Cadena| Cadena
ligera | pesada ligera | pesada
1 C32S 12 C32Ss
2 C32y 13 Cc32y
3 Q82s 14 Q82s
4 Q82T 15 Q82T
5 Q82E 16 Q82E
6 N25S C32SQ82S 17 N25Q |C325Q82S
7 C32SQ82T 18 C32SQ82T
8 C32SQ82E 19 C32SQ82E
9 C32YQ82s 20 C32YQ82S
10 C32YQ82T 21 C32YQ82T
11 C32YQ82E 22 C32YQ82E
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Ejemplo 4. Primera evaluacion in vitro de 22 variantes de HL161AN
[00210] Se evaluaron 22 variantes de HL161AN en comparacion con el
anticuerpo de control HL161AN.

Ejemplo 4.1. Produccion de muestras
[00211] Un dia antes de la transfeccion, las células Expi293F se sembraron en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL a 1 x 106 células/mL (volumen de 100 mL) y luego se
incubaron en una incubadora con 8% de CO2, 125 rpm, 37°C durante 24 horas
mientras se agitaba. El dia de la transfeccion, la concentracion celular se ajusté a 2
x 108 células/mL, y luego las células se transfectaron con el ADN plasmidico de cada
variante. El plasmido de anticuerpo se diluyé a 1 pg/uL en agua LAL (Lonza
Bioscience). Se afiadieron 0.12 mL del plasmido de cadena pesada y 0.12 mL del
plasmido de cadena ligera a 5 mL de Opti-MEM SFM, respectivamente, y se
suspendieron. Se afadieron 0.24 ml de FectoPro a 5 ml de Opti-MEM SFM y se
suspendio.

[00212] EI ADN plasmidico y FectoPro se mezclaron 1:1 y se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos, y luego se agregaron al matraz que
contenia las células. Se incubd en una incubadora de 8% de COz2, condiciones de
37°C a 125 rpm durante 3 horas mientras se agitaba, y luego se agregaron 100 uL
de refuerzo para continuar el cultivo. El dia 6 de cultivo, la solucién de cultivo se
colocé en una botella de centrifuga de 250 mL y se centrifugd a 3000 rpm, durante
15 minutos, y luego solo se recolecto el sobrenadante y se filtrd a través de un filtro
de tapa de botella de 0.2 um. El nivel de expresién del anticuerpo en el medio de
cultivo recuperado se cuantifico utilizando un bioanalizador Cedex.

[00213] Como resultado, se expresaron transitoriamente un total de 22 variantes
del anticuerpo HL161AN utilizando células Expi293F. La transfeccion se llevé a cabo
en una escala de cultivo de 100 mL para obtener un medio de expresion en una
cantidad de 0.5 mg o0 mas para cada anticuerpo, y el medio de cultivo se recolecté el
sexto dia. El nivel de expresion en el medio obtenido fue de 65-181 mg/L (Tabla 7).
Los resultados de produccién para 22 variantes de HL161AN se resumen y se
muestran en la Tabla 7 a continuacion.

[Tabla 7]
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Ne Nivel de Purificacion
Variante Expresion 194G (mg) Pureza
(mg/L) (SEC-HPLC, %)

1 81 3.6 99.2
2 94 6.0 98.0
3 88 1.8 97.4
4 105 5.7 97.3
5 91 4.7 96.8
6 142 8.3 99.0
7 116 7.2 98.8
8 119 5.0 97.6
9 116 7.0 99.2
10 88 9.0 99.3
11 117 7.2 99.4
12 181 10.0 99.0
13 97 10.0 99.7
14 99 5.3 97.4
15 114 6.2 97.4
16 138 7.3 97.5
17 65 4.0 98.8
18 93 4.0 99.0
19 89 6.0 99.0
20 105 4.5 99.3
21 114 7.5 99.7
22 81 10.7 98.3

Example 4.2. Purification of antibodies
[00214] La purificacion de la muestra se llevo a cabo mediante el envasado de 1.5
ml de resina MabSelect SuURe™ LX en una columna de cromatografia Poly-prep®.
Se utilizé PBS 1X (pH 7.4) como tampon de unién y tampén de lavado, y la elucién
se llevé a cabo mediante fraccionamiento por 1.5 ml utilizando un tampdn de glicina

0.1 M (pH 3.0). Todos los tubos de fraccion se neutralizaron a pH 7,0 afladiendo Tris-
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HCI 1 M (pH 9.0) y luego se agruparon. El eluyente agrupado se purific6 mediante
intercambio de tampdn con un tampon de fosfato de citrato (pH 8.0) y concentracion
a 1,0 mg/ml utilizando un centricon Millipore (punto de corte de 30 kDa). El Estandr
de referencia (RS) HL161AN también se utilizd para la evaluacion in vitro mediante
intercambio de tampon con un tampdn de fosfato de citrato (pH 8.0) de la misma
manera que la variante HL161AN. Para cada muestra, se midié el valor A280
utilizando un Nanodrop y se calculé la concentraciébn. En funcion del valor
cuantitativo, para cada anticuerpo, se confirmé el estado de la muestra mediante
analisis SDS-PAGE.
[00215] Como resultado, la solucion de cultivo obtenida mediante la expresion
transitoria de un total de 22 variantes de anticuerpo HL161AN utilizando células
Expi293F se purific6 mediante una columna de proteina A y se concentré a una
concentracion de 1.0 mg/ml. Se confirmé que la muestra producida tenia una pureza
del 97 % o méas mediante analisis SDS-PAGE y SEC-HPLC (FIG. 6 y Tabla 7).
Ejemplo 4.3. Anédlisis SPR
[00216] EI analisis SPR (resonancia de plasmén superficial) se realizé en dos
condiciones de pH 6.0 y pH 7.4 utilizando un equipo Proteon XPR36. shFcRn (FcRn
humano soluble) se inmoviliz6 en un chip GLC y las muestras de anticuerpos se
hicieron reaccionar a 5 concentraciones y, a continuacion, se obtuvieron los
resultados del sensogramas. El analisis cinético se realiz6 utilizando un modelo de
union de Langmuir 1:1 y el valor de KD promedio se obtuvo repitiendo el analisis 6
veces en cada condicién de pH 6,0y pH 7.4.
[00217] La activacion del chip se realizé en condiciones de EDAC/NHS 0.5X, 30
pL/min y 300 seg. A continuacién, se preparé shFcRn a 2 yg/mL, 250 pL utilizando
un tampoén de acetato (pH 5.5) y se realiz6 la inmovilizacion mientras fluia a 30
ML/min. La reaccién se detuvo cuando el nivel de inmovilizacién correspondié a 200
RU a 300 RU. A continuacion, se realiz6 la desactivacion utilizando etanolamina a
30 pL/min, 300 s. Las muestras de anticuerpos se prepararon mediante dilucion en
serie de 1/2 a 5 nM, 2.5 nM, 1.25 nM, 0.625 nM y 0.312 nM en funcién de una
concentracion de 10 nM. La dilucién de la muestra se realizé utilizando un tampon
1X PBST (pH 7.4) o 1X PBST (pH 6.0) segun el pH del analisis. En las condiciones

de andlisis de la muestra, la asociacion se llevdé a cabo mediante reaccion a 50
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ML/min, 200 segq., y la disociacién se llevé a cabo mediante reaccion a 50 uL/min,
600 seg. A continuacion, la reaccion se llevo a cabo utilizando un tampon de glicina
(pH 2.0) a 100 pL/min, 18 seg., para realizar la regeneracion. Para el analisis cinético,
se prepararon muestras y se hicieron reaccionar una vez en tres células a las que se
inmovilizé6 shFcRn. A continuacién, se obtuvieron tres valores cinéticos y, a
continuacion, se midio un valor medio de KD. Al analizar las sefiales de reaccion, se
utilizaron la referencia entre puntos y las sefiales en las que solo se analiz6 el tampon
para una doble referencia.

[00218]

variantes del anticuerpo HL161AN a pH 6. y pH 7.4. Como resultado, las variantes

Como se describié anteriormente, se realiz6 un analisis SPR en 22

HL161AN exhibieron una afinidad de unién similar en comparacién con una afinidad
de union de HL161AN a shFcRn (1,16E-10 M (a pH 6.0) y 2.94E-10 M (a pH 7.4))
(FIG. 7 y Tabla 8).

[00219] Los resultados cinéticos de las variantes HL161AN se resumen y se
muestran en la Tabla 8 a continuacion.
[Tabla 8]
N° pH 6.0 pH 7.4
Variante LC HC Ka Kd KD %CV Ka Kd KD %CV
@ms) | @s) | M " Viamms) | @ws) vy |7
3.32E+0 3.84E-|1.16E-| ,,, 1.84E+5.42E-2.94E- |, .,
HL161AN - - 5 04 10 | 9% | os 0z 10 |36%
3.58E+0 4.63E-|1.29E- | ., 3.22E+3.92E- 1.22E-, -,
1 N2S| (g59 6 04 10 % oe 04 10 |16%
2.91E+0 4.33E-|1.49E- |, 2.10E+4.35E- 2.07E- |, .
o IN23S| g5y 6 04 10 37 o6 04 10 |12%
3.40E+0 4.91E-|1.45E-| ,_ . 2.22E+|4.42E- 1.99E- |, o,
3 (N25S Q82S 6 04 10 47 o6 04 10 |18%
3.01E+0 4.69E-|1.56E- ., 2.04E+4.91E- 2.40E- |, -,
4 (N25S Q82T 6 04 10 %% o6 04 10 |16%
2.46E+0/5.63E- 2.29E-| . |1.17E+7.43E-|6.37E- .,
5 (N25S| o 6 04 | 10 *®% 06 | 04 | 10 %
C32SQ82 3.39E+0 5.52E-|1.63E- | ,,,, 1.50E+ 6.87E- 4.59E- , .,
6 (NS g 6 04 | 10 3% 06 | 04 | 10 1%
C32SQ82 3.28E+0 4.98E- | 1.52E- ., 2.32E+ 4.32E-|1.87E- |, ,
7 NS g 6 04 | 10 33% 06 | 04 | 10 15%
C32SQ82 3.02E+0 4.77E-|1.58E- |, . 2.27E+ 4.96E- 2.18E- |,
g (N25S g 6 04 | 10 %% 06 | 04 | 10 27%
C32YQ82 2.85E+0 5.05E-|1.77E- |, 2.04E+ 4.99E- 2.45E-, -
g (N25S| 7 g 6 04 | 10 “?% 06 | 04 | 10 16%
10 |N25S|C32YQ82 2.80E+0 5.73E- | 2.05E- | 48% 1.93E+ 4.94E-| 2.56E-|34%
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N el he pH 6.0 oH 7.4
Variante Ka Kd KD %CV Ka Kd KD %CV
S S S S
@WMs) | (Us) | (M) [T @Ms)| (Us) | (M) 7
T 6 04 | 10 06 04 | 10

C32TQ82 2.56E+0 4.86E- 1.90E- ... |1.86E+4.87E- 2.62E-

11 N25S e 6 04 | 10 3% 06 | 04 | 10 6%
3.02E+0 5.49E- 1.81E- .., 2.38E+4.99E- 2.00E- .,

12 N25Q (359 6 04 | 10 3% 06 | 04 | 10 1%
2.77E+0 5.56E- 2.00E- . |1.88E+4.44E- 2.36E-

13 N25Q 3oy 6 04 | 10 %% 06 | 04 | 10 2B%
2.68E+0 5.58E- 2.08E- . |1.95E+551E- 2.83E- ,

14 N25Q (gog 6 04 10 % 06 | 04 @ 10 2O%
2.27E+0 6.01E- 2.65E- ... 1.84E+513E- 2.79E- ,

15 N25Q ogot 6 04 10 2% 06 | 04 | 10 °*%
2.05E+0 5.56E- 2.71E- . |1.86E+5.04E- 2.72E- , .

16 N29Q g 6 04 10 8% 06 | 0a | 10 0%
C325Q82 3.19E+0 5.38E- | 1.69E- . . 2.27E+ 5.66E- 2.49E- .,

17 N25Q g 6 04 | 10 39% o5 | 04 | 10 3%
C325Q82 2.84E+0 5.62E- 1.98E- .., 2.39E+5.42E- 2.26E- __

18 N25Q g 6 04 | 10 3%% 06 | 04 | 10 3%
C325Q82 2.09E+0 5.75E- | 2.75E- .., 2.12E+4.89E- 2.30E- ,__

19 N25Q e 6 04 | 10 33% 06 | 04 | 10 4%
C32YQ82 2.54E+0 5.09E- | 2.00E- . |1.98E+5.60E- 2.83E- ,

20 N25Q " g 6 04 | 10 4" 06 | 04 | 10 40%
C32YQ82 2.67E+0 5.52E- | 2.06E- . 2.39E+4.99E- 2.09E- ..

21 N25Q g 6 04 | 10 %% 06 | 04 | 10 38%
C32TQ82 1.98E+0 5.22E- 2.64E- |, |1.70E+ 6.47E- 3.81E- ,_,

22 N25Q " g 6 04 | 10 “®% 06 | 04 | 10 %

Ejemplo 4.4. Anédlisis de la unién de hFcRn a variantes de anticuerpos
mediante FACS
[00220] El analisis de la unién de hFcRn utilizando FACS se llevé a cabo en dos
condiciones de pH 6.0 y pH 7.4. Las células HEK293 que expresan hFcRn (hFcRn
HEK293) se diluyeron con el tampén de reaccion (BSA al 0.05 % en PBS, pH 6.0 0
pH 7.4) y se prepararon por duplicado en una placa de 96 pocillos a 1 x 10° células
para cada muestra. Ademas, cada muestra de anticuerpo se diluy6 con el tampoén de
reaccion a 10 nM, y luego se coloc6 en una placa de 96 pocillos y se incub6 a 4 °C
durante 90 minutos. A continuacion, la placa se centrifugd para eliminar el
sobrenadante y luego se afiadio a la misma el anticuerpo anti-higG de cabra
Alexa488 (1:200), y se incub6 nuevamente a 4 °C durante 90 minutos. Una vez

completada la reaccidn, se centrifugd para eliminar el sobrenadante y se afiadieron
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200 pL del tampon de reaccion para resuspender el sedimento celular y, a
continuacion, se midio el valor de MFI en un instrumento FACS.
[00221] Como se describid anteriormente, se llevo a cabo una evaluacion de union
mediante FACS para 22 variantes de anticuerpo HL161AN a pH 6.0y pH 7.4. Como
resultado, 22 variantes de HL161AN exhibieron valores de MFI similares a los de
HL161AN (FIG. 8).
Ejemplo 4.5. Andlisis de la capacidad de bloqueo de hFcRn de los anticuerpos
utilizando FACS
[00222] Se sembraron 1 X 107 células hFcRn HEK293 en un matraz T75 y se
cultivaron durante 24 horas. Después del cultivo, se retiraron las células y se
colocaron en una placa de 96 pocillos a 1 x 10° células para cada muestra por
duplicado. A continuacion, se afiadieron cada muestra de anticuerpo (0.2, 2, 20 y 200
nM) y 100 nM de Alexa488-hlgG1l en una proporcion de 1:1 y se incubaron a 4 °C
durante 90 minutos. Una vez completada la reaccion, se centrifug6 para eliminar el
sobrenadante. Se anadieron 200 uL del tampdn de reaccidon para resuspender el
sedimento celular y, a continuacion, se midio el valor de MFI en un instrumento FACS.
Cada valor de MFI se convirti6 en % de bloqueo y el valor de EC50 se obtuvo
ajustando con 4-PL.
[00223] Como resultado, se llevdé a cabo una evaluacion de bloqueo mediante
FACS a 0.1 nM, 1 nM, 10 nM y 100 nM. Cada anticuerpo bloque6é de manera
dependiente de la concentracion y se confirmd que los valores de CE50 eran
similares. De manera similar a los resultados del andlisis de unién de hFcRn mediante
FACS, se confirmé que los valores de CE50 de 22 variantes de HL161AN eran
similares a los del anticuerpo de control HL161AN. En consecuencia, se determind
que la sustitucién de aminoacidos no afecté la funcion de las variantes de HL161AN
(FIG. 9).

Ejemplo 4.6. Evaluacién de la estabilidad
[00224] Se tomaron alicuotas de 200 pL de la muestra purificada en un tubo de 1.5
mL y luego las muestras se almacenaron en condiciones aceleradas a 40 °C durante
hasta 4 semanas, y las muestras de las semanas 0, 1, 2 y 4 se analizaron mediante

SEC-HPLC. El andlisis de cada muestra se realizé en las condiciones de analisis
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SEC-HPLC que se muestran en la Tabla 9 a continuacion, y se analizo el grado de

estabilidad en condiciones aceleradas.

[Tabla 9]
Columna TSK G3000SWXL
o Fosfato de potasio 0.2 M, cloruro de
Fase movil .
potasio 0.25 M, pH 6.2
Temperatura columna 25°C, muestra 4°C
Deteccion UV 214 nm

Volumen de inyeccion| 100 pL

Tasa de flujo 0.5 mL/min

Tiempo de ejecucion | 30 minutas

[00225] Las muestras se almacenaron en condiciones aceleradas a 40 °C
durante hasta 4 semanas y se analizé la estabilidad de las muestras mediante
SEC-HPLC. Como resultado, en el caso de HL161AN, los agregados aumentaron
en un 47.5 % y los fragmentos aumentaron en un 4.8 % en la muestra en la
semana 4 en comparacion con la muestra en la semana 0. Por otro lado, la tasa
de produccion de agregados de 22 variantes fue del 5.6 % al 39.6 %, que se redujo
en comparacion con HL161AN, y la tasa de produccion de fragmentos fue del 3.2
% al 12.3 %, que se incremento o fue similar a la de HL161AN (FIG. 10, FIG. 11y
Tabla 10).

[Tabla 10]

N° A agregados (% area) |A pico principal (% area) A fragmentos (% area)

Variante | 1sem | 2sem |4sem | 1sem | 2sem | 4sem | 1sem | 2sem | 4 sem

HL161AN 156 | 409 | 475 | -16.6 @ -445 | -52.3 1.0 3.5 4.8

1 0.5 3.7 9.3 -1.1 -9.8 | 215 0.5 6.1 12.2

1.8 4.6 9.2 -2.0 -6.8 | -12.4 0.2 2.3 3.2

106 | 19.7 | 34.2 | -11.7 A -23.7 | -39.3 11 4.0 5.1

9.1 159 | 29.0 | -10.0 | -19.5 | -33.2 0.9 3.6 4.3

7.0 132 | 274 -8.0 | -16.3 | -32.0 0.9 3.2 4.6

o g A W N

2.2 4.8 12.8 -25 | -115 | -224 0.7 6.8 9.6
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7 1.3 3.6 10.0 -1.9 | -10.2 | -20.3 0.7 6.7 10.3
8 0.9 3.3 7.7 -1.6 | -10.0 | -17.8 0.7 6.7 10.1
9 15 6.9 16.7 -2.2 -9.8 | -20.3 0.7 2.9 3.6
10 1.3 4.9 14.1 -1.3 -1.9 | -17.6 0.0 2.3 3.5
11 0.8 6.1 9.6 -1.5 -8.2 | -13.1 0.7 2.1 3.5
12 0.8 2.8 5.6 -1.3 -94 | -17.1 0.5 6.6 115
13 15 4.1 8.2 -1.5 -6.2 | -11.6 0.0 2.1 3.4
14 108 | 253 | 396 | -11.9  -28.1 | -458 11 2.9 6.2
15 8.4 19.8 | 30.3 -93 | -22.3 | -349 0.9 2.5 4.6
16 6.6 19.7 | 243 -715 | 244 | -28.7 0.9 4.7 4.3
17 0.9 5.1 11.6 -16 | -11.3 | -23.3 0.6 6.2 11.7
18 0.4 4.3 10.3 -09 | -10.7 | -22.6 0.5 6.4 12.3
19 0.7 3.6 8.6 -1.2 | -10.7 | -20.9 0.5 7.2 12.3
20 3.0 10.7 | 16.6 -3.9 | -13.0 | -204 0.9 2.3 3.8
21 1.7 7.8 14.1 -1.7 | -10.0 | -18.1 0.0 2.2 4.0
22 0.8 5.4 9.6 -1.5 -1.5 | -134 0.8 2.1 3.7

Ejemplo 4.7. Analisis DSC

[00226] Se llevé a cabo un analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC)
utilizando el instrumento NANO DSC (TA Instrumento, PN:602000, SN: K10126), y
los valores de Tm se analizaron con un modelo a escala de dos estados utilizando
el software NanoAnalyze. El andlisis de DSC fue realizado por K Bio Health
(Fundacién de Innovacion Médica de Osong, Centro de Apoyo al Desarrollo de
Nuevos Medicamentos).

[00227] Se analiz6 la estabilidad térmica de las variantes de HL161AN. Como
resultado, como se muestra en la Tabla 11 a continuacion, el valor de Tm de
HL161AN fue de 58.4 °C y los valores de Tm de las variantes de HL161AN fueron
de 60 °C a 61.5 °C. Por lo tanto, se confirmo que los valores de Tm de las variantes
de HL161AN aumentaron hasta 2 °C en comparacion con HL161AN.

La estabilidad térmica de las variantes HL161AN se resume y se muestra en la
Tabla 11 a continuacion.
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[Tabla 11]
N° Variante| Fab Tm (°C)
HL161AN 58.4
1 60.8
2 59.9
8 61.2
11 60.1
12 61.4
13 60.4
19 61.5
22 60.4

[00228] Los resultados de la primera evaluacion in vitro de 22 variantes de
HL161AN descritas anteriormente se resumen y se muestran en la Tabla 12 a
continuacion.

[00229] Se llevd a cabo la evaluacion de la afinidad de union/bloqueo y
estabilidad de FcRn para un total de 22 variantes de HL161AN. Como resultado,
se confirmd que la afinidad de union y el efecto de bloqueo eran similares a los
de HL161AN, y todas las variantes de HL161AN habian mejorado la estabilidad
en términos de produccion de agregados en comparaciéon con HL161AN. En
consecuencia, se seleccionaron las ocho variantes principales que tenian una
tasa de produccién de agregados reducida de menos del 10 % cuando se
almacenaron en condiciones de 40 °C durante 4 semanas, y se decidié
seleccionar la molécula lider final después de preparar una muestra de alta

concentracion y realizar la segunda seleccion in vitro.
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[Tabla 12]

: SPR? Unién FACS Unién FACS | Condiciones de estabilidad :

i B HC |Exp.” | (KD, nM) (10nM, MFI) | (ECso, nM) acelerada’ e g

pH6.0 | pH7.4 | pH6.0 | pH7.4 | pH6.0 | 1-0sem | 2-0sem | 4-0sem lider

HL161AN | N25 C32 ++ | 0.0 | 0.27 | 2718 | 6147 1.83 15.6 | 40.9 | 47.5
12 N25Q €325 | +++ | 018 | 021 | 2767 | 6944 1.65 0.8 28 5.6 0
8 N25S |C325Q82E| ++ | 014 | 028 | 2832 | 6763 147 0.9 33 77, 0
13 N25Q c32Y + 021 | 032 | 2596 | 6732 1.38 15 41 82 0
19 N25Q |C32SQ82E| + 032 | 036 | 2639 | 6474 1.14 0.7 36 | 86 o)
2 N25S c32Y + 010 | 020 | 2497 | 6200 1.27 18 | 46 |Wo2 0
1 N25S €325 + 012 | 012 | 2722 | 6464 144 0.5 37 9.3 0
11 N25S |C32YQ82E| ++ | 014 | 028 | 2584 | 6319 1.36 0.8 6.1 9.6 0
22 N25Q |C32YQ82E| + 021 | 030 | 2394 | 5861 1.30 0.8 5.4 9.6 0
7 N25S |C325Q82T| ++ | 011 | 021 | 2547 | 6621 1.28 13 36 | 100
18 N25Q |C325Q82T| + 025 | 033 | 2521 | 6911 115 04 | 43 | 103
17 N25Q [C325Q82S| + 022 | 030 | 2638 | 6750 1.30 0.9 51 | 116
6 N25S |C325Q82S| ++ | 013 | 047 | 2646 | 6925 131 2.2 48 | 128
10 N25S |C32YQ82T| + 015 | 036 | 2575 | 6659 1.37 13 49 | 141
21 N25Q |C32YQ82T| ++ | 018 | 030 | 2431 | 6026 111 1.7 78 | 141
20 N25Q |C32YQ82S| + 017 | 035 | 2516 | 5844 1.16 30 | 107 | 166
9 N25S |C32YQ82S| ++ | 016 | 029 | 2658 | 6752 143 15 69 | 167
16 N25Q Q82E ++ | 033 | 043 | 2537 | 6209 1.74 66 | 197 | 243
5 N25S Q82E + 016 | 067 | 2566 | 6350 1.46 70 | 132 | 274
4 N25S Q82T ++ | 011 | 027 | 2689 | 6299 147 91 | 159 | 290
15 N25Q Q82T ++ | 033 | 036 | 2569 | 6538 1.10 84 | 198 | 303
3 N25S Q825 + 010 | 021 | 2445 | 6238 1.40 106 | 197 | 342
14 N25Q Q825 + 020 | 035 | 2587 | 6487 1.29 108 | 253 | 396

1) Nivel de expresion transitoria de Expi293F, >150 mg/L (+++), 100-150
mg/L (++), <100 mg/L (+)

2) hFcRn se inmovilizé en un chip y reaccion6 con un anticuerpo.

3) Aumento de la tasa (%) de agregados a pH 8.0 y 40 °C mediante SEC-
HPLC

Ejemplo 5. Segunda evaluacién in vitro de muestras de alta
concentracion de ocho variantes de HL161AN
[00230] Se evaluaron las ocho variantes de alta concentracion de HL161AN y
el anticuerpo de control HL161AN.

Ejemplo 5.1. Produccion de muestras
[00231] EI método de cultivo para producir una muestra de alta concentracion
es el mismo que el método del Ejemplo 4.1, y para obtener 120 mg o mas del
anticuerpo, se cultivé 1 L o mas para cada variante de anticuerpo.

Ejemplo 5.2. Purificacién de anticuerpos
[00232] ElI método de purificacion de la muestra es el mismo que en el Ejemplo
4.2,y el eluyente se intercambid con un tampén de histidina 50 mM (pH 5.0) y
se concentr6 a una concentracion de aproximadamente 150 mg/mL para
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completar la purificacion. En el caso del Estandar de Referencia (RS) HL161AN,
de la misma manera que en las variantes HL161AN, el eluyente se intercambio
con 50 mM de histidina (pH 5.0) y se concentré a una concentracion de
aproximadamente 150 mg/mL para obtener la muestra. Para cada muestra de
anticuerpo, se calcul6 la concentracion utilizando un Nanodrop y se realizé un
analisis SDS-PAGE en funcion de esto para confirmar el estado de la muestra.
Ejemplo 5.3. Produccién de muestras de alta concentracion de variantes
de HL161AN
[00233] Las ocho variantes de HL161AN seleccionadas en la primera
evaluacion in vitro se expresaron transitoriamente en células Expi293F de la
misma manera que en el Ejemplo 5.1 y el Ejemplo 5.2 anteriores y se purificaron
para prepararlas a una concentracion de 150 mg/mL o mas. Se utilizé HL161AN
concentrando el producto estandar a una alta concentracion. Todas las muestras
se analizaron mediante A280 y SEC-HPLC después de la produccion (Tabla 13),
y se confirmé que todas las muestras excepto la variante n.° 2 y la variante n.° 13
tenian una alta pureza del 98 % o mas. En el caso de la variante n.° 2 y la variante
n.° 13, se observd un precipitado durante el proceso de concentracion, y se
confirmd que la pureza SEC-HPLC era tan baja como aproximadamente el 93 %
(Tabla 13).

[Tabla 13]
Variante N° |A280 (mg/mL) SEC-HPLC

(%)

HL161AN 152.6 98.7
1 149.6 98.8

2 153.5 92.9

8 161.7 98.7

11 161.3 98.9

12 157.9 98.6

13 158.1 93.1

19 163.2 98.9

22 161.3 98.9

Ejemplo 5.4. Andlisis de la union de hFcRn a anticuerpos mediante
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FACS
[00234] Se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 4.4. Para las ocho
variantes de HL161AN de alta concentracién y HL161AN, la evaluacion de la
union de hFcRn se realizé a pH 6.0 y pH 7.4 utilizando FACS. Como resultado,
las ocho variantes de HL161AN mostraron valores de MFI similares a los de
HL161AN (pH 6,0: 2952, pH 7,4: 7155) (FIG. 12).

Ejemplo 5.5. Analisis del bloqueo de anticuerpos por hFcRn
mediante FACS
[00235] Se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 4.5. La evaluacion
del bloqueo de hFcRn se realiz6 a 0.1 nM, 1 nM, 10 nM y 100 nM utilizando
FACS. Cada anticuerpo bloqueé de una manera dependiente de la
concentracion y el valor de CE50 fue similar al del anticuerpo de control
HL161AN (FIG. 13).

Ejemplo 5.6. Evaluacién de la estabilidad
[00236] Se realiz6 de la misma manera que en el Ejemplo 4.6. Para evaluar la
estabilidad de las ocho variantes de alta concentracion de HL161AN, se confirmo
el cambio en la pureza de las muestras almacenadas a 40 °C durante 4 semanas
mediante SDS-PAGE y SEC-HPLC. En el caso de HL161AN, la tasa de
produccion de agregados fue del 50 % o mas cuando se almacend durante 4
semanas, lo que también se confirmé mediante SDS-PAGE (FIG. 14). En el caso
de las ocho variantes de HL161AN, se confirmé que la tasa de produccién de
agregados fue del 8.4 % al 25.7 %, lo que mejoré en comparacion con HL161AN,
y la tasa de produccién de fragmentos fue del 3.5 % al 4.4 %, lo que fue similar
ala de HL161AN (4.1 %) (FIG. 15).

Ejemplo 5.7. Analisis de viscosidad
[00237] EI chip VROC se monté en el cuerpo principal del viscosimetro
(sistema m-VROC) y, a continuacion, se cargaron aproximadamente 300 uL de
cada una de las muestras de control de alta concentracion del estandar de
referencia (RS) HL161AN y de las muestras de la variante de HL161AN en una

jeringa. El chip VROC se conecté a una jeringa y, cuando se estabilizé a la
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temperatura establecida de 25 °C, se midi6 la viscosidad repitiendo el
procedimiento tres veces.

[00238] Se analizo la viscosidad de HL161AN, una sustancia de control, y las
cuatro variantes de HL161AN de alta concentracion, que tenian un volumen de
muestra suficiente. La viscosidad del tampdn (histidina 50 mM) se midio y resulté
ser de 0.93 cP. La viscosidad media de las cuatro variantes de HL161AN se
midio y resultd ser de 5.57 cP a 7.65 cP, que era menor que una viscosidad
capaz de administracion subcutanea (sc) (< 20 cP) (Tabla 14). Las viscosidades
de las cuatro variantes de HL161AN de alta concentracion se resumen y se
muestran en la Tabla 14 a continuacion.

[Tabla 14]

N° Variante Concentraci6| Viscosidad | Viscosidad
n (mg/mL) (cP) promedio (cP)
5.712
8 161.7 >-884 5.84
5.921
5.539
12 157.9 5.610 5.57
5.554
7.626
13 158.1 7.655 7.65
7.672
7.294
19 163.2 7.233 1.27
7.274
5.370
HL161AN 152.6 5.474 5.42
5.421
Tampon de histidina 50 mM 0.923

- 0.93
(pH 5.0) 0.940
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Los resultados de la segunda evaluacion in vitro de las muestras de

alta concentracion (150 a 170 mg/mL) de las ocho variantes de HL161AN

descritas anteriormente se resumen y se muestran en la Tabla 15 a continuacién.

[00240]

Para las ocho variantes de HL161AN seleccionadas en la primera

evaluacion in vitro, se prepararon muestras de alta concentracion de 150 mg/mL

a 163 mg/mL, y se midieron la unién/bloqueo de FcRn y la estabilidad para

seleccionar moléculas lideres. Como resultado, la variante n.° 1y la variante n.°
12 de HL161AN, que tenian una union/bloqueo de FcRn similar a la de HL161AN

y una estabilidad mejorada, se seleccionaron como moléculas lideres (Tabla 15).

[Tabla 15]
Variante Cadena Cadena p,c;:,?,',a Exp. | Viscosidad (llj;mf:nﬁ) lecosq(:ec:,, Estabilidad (40°C, 4semanas)
n°® ligera pesada (mg/ml) (cP) nMm)
pH6.0 | pH7.4 A Agregados A Fragmentos
HL161AN N25 C32 152.6 5.42 2952 | 7155 091 50.5 41
#1 (HL161ANS) N25S €328 149.6 +++ - 3272 6734 0.69 84 35
#12 (HL161ANQ) | N25Q €328 157.9 +H+ 5.57 3394 | 7704 0.69 99 36
#2 N25S c32y 1535 iR - 3407 | 7004 0.54 146 40
#13 N25Q C32y 158.1 +++ 7.65 3333 | 7941 0.66 149 44
#8 N25S | C32SQ82E | 161.7 ++ 5.84 3133 7055 0.60 15.8 37
#19 N25Q |C32SQ82E | 163.2 ++ 727 3243 | 7912 0.62 179 39
#11 N255 | C32YQ82E | 160.5 +t 3447 | 6567 0.62 25.7 37
#22 N25Q |C32YQ82E| 1613 +t 3025 | 7079 0.71 243 36

1) Expresion transitoria, > 200 mg/L: +++, < 200 mg/L: ++

2) Analisis SEC-HPLC después del almacenamiento a 40°C durante 4

semanas.

3) -: No analizado.

Ejemplo 6. Conclusién de la evaluacion in vitro de las variantes del

anticuerpo HL161AN

[00241]

Para la evaluacion in vitro de 22 variantes de HL161AN disefiadas

para mejorar las propiedades fisicas de HL161AN, se produjeron un total de 22

variantes de HL161AN y se midieron la afinidad/bloqueo de unién de FcRn y la

estabilidad. Como resultado, las 22 variantes mostraron una bioactividad similar

a la de HL161AN, y se seleccionaron primero las ocho variantes principales con

estabilidad mejorada. Se prepararon las muestras de alta concentracion (150

mg/ml a 163 mg/ml) de las ocho variantes seleccionadas y se realiz6 la

evaluacion de la estabilidad. Como resultado, las ocho variantes de HL161AN
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mostraron una bioactividad similar a la de HL161AN y tuvieron una estabilidad
mejorada en comparacion con HL161AN.
[00242] La mutacion N25S de la cadena ligera se afiadid en las variantes
HL161AN n.° 1, 2,8y 11, y la mutacion N25Q se afiadio en las variantes n.° 12,
13, 19 y 22. Sin embargo, no hubo diferencia en la estabilidad entre los dos
grupos. En el caso de la cadena pesada, C32 se mutdo ademasa So Y, y Q82
se muté ademés a S, T o E. Sin embargo, en todas las variantes, la tasa de
produccion de agregados se redujo al menos 2 veces en comparacion con el
grupo de control HL161AN. En particular, cuando C32 se muté a S, la tasa de
produccion de agregados (10 % o menos) se redujo mas de 5 veces en
comparacion con HL161AN, y la estabilidad fue la que mas mejor6 en
comparacién con otras variantes (FIG. 16). En consecuencia, la variante
HL161AN N.° 1 (LC:N25S, HC:C32S; HL161ANS) y la variante N.° 12 (LC:N25Q,
HC:C32S; HL161ANQ), que tenian una tasa de produccion de agregados del 10
% o0 menos, fueron finalmente seleccionadas como moléculas lideres.

[ll. Evaluacion del catabolismo de hlgG de variantes de anticuerpos
HL161AN utilizando ratones transgénicos hFcRn
[00243] Se evaluo la eficacia del catabolismo de hlgG in vivo de tres variantes
de HL161AN disefiadas para mejorar la estabilidad utilizando ratones
transgénicos hFcRn (Tg) 32.
[00244] EI material de prueba para la prueba del catabolismo de higG de
variantes de anticuerpos anti-FcRn (HL161AN) utilizando ratones transgénicos
hFcRn se prepar6 de la siguiente manera. La informacién de la sustancia de
prueba se muestra en la Tabla 16. Las tres variantes de HL161AN, HL161ANS-
IgG1LALA, HL161ANQ-IgG1LALA y HL161ANQ-IgG4S228P, se diluyeron con el
tampdn que se muestra en la Tabla 16 a continuacién para preparar 2 mg/mL.
Se prepar6 una dosis de 10 mL para administrar a 5 animales, dividida en 4 dosis
de 2.5 mL/dia y se almacend a <-60°C hasta su administracion.
[Tabla 16]

HL161AN aminoacidos tampon

Variante Sustitucion de Region Fc Concentracion Almacenamient

Variante | Caden | Caden Region Fc Concentracion Almacenamient
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HL161AN | aligera a (regidn) tampon
pesada
HL161ANS | N25S C32S IgG1 2 mg/mL, < -60°C
-lgG1LALA (L234A/L235 | 50 mM histidina (pH
A) 5.9)
HL161AN | N25Q | C32S lgG1 2 mg/mL, < -60°C
Q- (L234A/L235 | 50 mM histidina (pH
IgG1LALA A) 5.9)
HL161AN | N25Q C32S | 1gG4 (S228P) 2 mg/mL, < -60°C
Q- 50 mM histidina (pH
lgG4S228 5.9)
P

[00245] Ademas, se prepar6é HL161AN, una sustancia comparativa, como se
muestra en la Tabla 17. Se diluyé6 HL161AN con un tampén de dilucion de
histidina 50 mM (pH 5.9) para preparar 2 mg/ml. Se prepararon 10 ml para
administrar a 5 animales, se dividieron en 4 dosis de 2.5 ml/dia y se almacenaron
a < -60 °C hasta la administracion.

[Tabla 17]

Lote N° HL161AN/16E11/STO1

Condicién de | almacenamiento congelado (< -60°C)
almacenamient

(0]

Concentracion| 22.6 mg/mL

de preparacion

formulaciéon | 50 mM de sacarosa, 0,005 % de polisorbato 20, pH 5.0

Tampon de | 50 mM de histidina, 200 mM de arginina-HCI, 10 mM de metionina,

[00246] Como sustancia de control se utiliz6 Globulina IV SN Iny. (IVIG), un
producto disponible comercialmente de GC Biopharma. La informacion del
producto se muestra en la Tabla 18. Especificamente, se diluyeron 0.4 mL de 50
mg/mL de Globulina IV SN Iny. a una concentracién de 2 mg/mL afiadiendo 9,6
mL de PBS (pH 7.4), y se dividieron en 4 dosis de 2.5 mL/dia, y se almacenaron

a 4°C durante hasta 4 dias hasta la administracion.
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[Tabla 18]
Dosis 2,500 mg/50 mL (50 mg/mL)

Condicién de | Alamcenamiento refrigerado (4°C)

almacenamiento

Fabricante GC Biopharma

[00247] Ademas, el trazador se preparé mezclando 495 mg/kg de higG total y
5 mg/kg de biotina-hlgG. Especificamente, se prepar6 hlgG total a una
concentracion de 49.5 mg/mL para administrar 495 mg/kg de Globulina IV SN
Iny. afiadiendo 0.2 mL de PBS (pH 7.4) a 19.8 mL de 50 mg/mL de Globulina IV
SN Iny. Ademas, se preparo biotina-hlgG anadiendo 267 uL de biotina 10 mM a
20 mg de Globulina 1V SN Iny., seguido de una incubaciéon a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A continuacion, para eliminar la biotina libre, la
muestra se transfirio a una bolsa de didlisis y se realizo la dialisis con 1X PBS
(pH 7.4). La hlgG marcada con biotina se cuantificé midiendo la absorbancia a
UV2s0 nm (IgG E1%=14.0 a 280 nm).
Ejemplo 7. Método experimental con animales

[00248] Los ratones transgénicos (Tg) 32 mFcRn-/-hFcRn (Jackson
Laboratory, EE. UU.) (machos, de 5 a 10 semanas de edad) se identificaron
marcando el numero en la cola y colocando 5 ratones en cada jaula. Después de
la inclusion, se aclimataron durante 1 a 2 semanas. Ademas, se administraron
las sustancias de muestra dividiendo los grupos como se muestra en la Tabla 19

a continuacion.

[Tabla 19]
Grupo Concentracio Via de Numero de
n (mg/kg) |administracién| animales*
Vehicle? - i.p.2 4
HL161ANS (IgG1- LALA) 20 i.p. 4
HL161ANQ (IgG1- LALA) 20 i.p. 4
HL161ANQ (IgG4 S228P) 20 i.p. 4
HL161AN 20 i.p. 4
IVIG 20 i.p. 4

* Se administraron cinco animales por grupo, incluyendo un animal en
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cada grupo como repuesto.

1) Vehiculo: 50 mM de histidina, pH 5.9

2) i.p.: inyeccion intraperitoneal
[00249] Especificamente, como trazador, se administraron por via
intraperitoneal (i.p.) 495 mg/kg de higG total y 5 mg/kg de biotina-hlgG a una
dosis de 10 mL/kg, y el tiempo de administracion se fijo en 0 horas. Ademas, las
sustancias de prueba HL161ANS (IgG1l-LALA), HL161ANQ (IgG1-LALA) y
HL161ANQ (IgG4 S228P), la sustancia comparativa HL161AN y la sustancia de
control vehiculo e IglV se administraron por via intraperitoneal 4 veces a una
dosis de 20 mg/kg a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la administracion del
trazador.
[00250] A continuacion, el tiempo de administracion del trazador se fij6 en 0
horas y, a continuacion, se extrajo sangre después de 24, 48, 72, 96, 120 y 168
horas. La sustancia de prueba, la sustancia comparativa y la sustancia de control
se administraron a las 24, 48, 72 y 96 horas. En este caso, primero se extrajo
sangre y, a continuacion, se realizdé la administracién. Los ratones fueron
anestesiados utilizando un dispositivo de anestesia respiratoria y, a continuacion,
se extrajo sangre del plexo venoso orbital utilizando un tubo capilar de
microhematocrito.
[00251] Se centrifugaron aproximadamente 0,2 ml de sangre entera a 3000
rpm durante 15 minutos. A continuacion, el suero obtenido se transfirié a un tubo

de microcentrifuga de 1.5 ml y se almacend a < -60 °C hasta su analisis.

Ejemplo 8. Confirmacion del grado de catabolismo del trazador biotina-
hlgG mediante analisis ELISA

[00252] EIl grado de catabolismo del trazador de biotina-hlgG en el cuerpo se
confirmd utilizando el suero obtenido por el método anterior.

[00253] Especificamente, solucién de dilucion/tampon de bloqueo (diluyente de
ensayo (AD), 1% BSA en 1XPBS, pH 7,4): se disolvieron 10 g de Probumin® en
900 mL de 1X PBS (pH 7,4), se ajustaron a un volumen final de 1 L, se filtraron a
través de un filtro de 0,2 um y luego se almacenaron a 4 °C. Ademas, la solucion

madre estandar (500 ng/mL de biotina-hlgG) se preparé mezclando 10 pL de
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biotina-higG (4 mg/mL) con 990 puL de PBS para obtener 40 pg/mL.
Posteriormente, se mezclaron 750 pL de la solucion de dilucién con 250 uL de 40
pg/mL de biotina-hlgG para preparar 10 ug/mL. Se prepararon 500 ng/mL de la
solucién madre estandar mezclando 50 pL de 10 ug/mL de biotina-hlgG con 950
ML de la solucion de dilucion y luego se dividieron en alicuotas de 50 uL. La
solucion madre estandar alicuota se almacené a -80°C. Ademas, se utilizo la
avidina neutra diluyendo 10 uL de 2 mg/mL de avidina neutra con 10 mL de PBS
1X a2 pyg/mL.

[00254] A continuacién, las muestras de los grupos de vehiculo e IglV se
diluyeron 1:10 000 utilizando una solucion de dilucion para preparar muestras de
analisis. A excepcion del grupo HL161ANS (IgG1-LALA), las muestras de 24, 48
y 72 h se diluyeron 1:10 000, y las muestras de 96, 120 y 168 h se diluyeron 1:1
000. En el caso del grupo HL161ANS (IgG1-LALA), solo la muestra de 168 h se
diluy6 1:1 000, y todas las muestras en los otros puntos temporales se diluyeron
1:10 000. Las muestras diluidas se cargaron por duplicado a 100 yL por pocillo y
se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas.

[00255] La concentracion de biotina-hlgG en la sangre administrada a las O
horas se midi6 a las 24, 48, 72, 96, 120 y 168 horas después de la administracion
de HL161ANS (IgG1-LALA), HL161ANQ (IgG1-LALA), HL161ANQ (IgG4S228P),
HL161AN e IglV a 20 mg/kg mediante ELISA. Como resultado, los otros grupos
de prueba mostraron una disminucion significativa de biotina-hlgG a lo largo del
tiempo en comparacién con el grupo de administracion de vehiculo e IglV. Por
otro lado, no hubo una diferencia significativa entre las tres variantes de HL161AN
y HL161AN. Entre las tres variantes, HL161ANQ (LC:N25Q, HC:C32S)-IgG1-
LALA mostr6 un efecto relativamente alto sobre el catabolismo de biotina-hlgG.
Sin embargo, no hubo significacion estadistica y por lo tanto se determiné que
era un efecto similar (Tabla 20, Tabla 21 y FIG. 17).

[00256] Las concentraciones de biotina-hlgG después de la administracién de
las variantes HL161AN a 20 mg/kg se resumen y se muestran en la Tabla 20 a
continuacion.

[Tabla 20]
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24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 96 hrs. | 120 hrs. | 168 hrs.
Vehiculo 52.1+2.5 | 37.3t1.9 | 33.4+3.8 | 31.245.3 | 25.2+2.3 | 19.0+0.6
HL161ANS
46.5+8.2 | 21.249.8 | 11.048.2 | 5.3t4.4 | 2.3+2.0 1.4+1.4
(IgG1-LALA)
HL161ANQ
60.3+16.1 | 19.1+4.2 | 7.7+2.1 | 2.5+0.5 0.9+0.1 0.4+0.1
(IgG1-LALA)
HL161ANQ
47.3+15.3 | 21.244.2 | 7.7+2.2 | 2.61+0.8 1.2+0.3 0.71£0.1
(1gG4S228P)
HL161AN 37.748.0 | 23.3+6.5 | 10.7+4.4 | 3.9+1.9 1.7+0.8 0.8+0.3
IVIG 51.2+15.5 | 38.2+4.6 | 32.0+£3.4  23.9+4.3 | 26.5+5.0 | 21.7+4.7
[00257] Los resultados del catabolismo de biotina-hlgG (% de 24 horas después

de la administracion del trazador) de las variantes HL161AN en ratones Tg32 se

resumen y se muestran en la Tabla 21 a continuacion.

[Tabla 21]

24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 96 hrs. 120 hrs. | 168 hrs.
Vehiculo 100.0+0.0 | 71.8+3.6 | 64.2+7.7 | 60.2+11.4 | 48.8+6.2 | 36.6+2.5

HL161ANS
100.0+0.0 |48.8+29.8| 26.4+23.8 | 13.0+12.2 | 5.7+5.6 3.5+3.9

(IlgG1-LALA)

HL161ANQ
100.0+0.0 | 32.0+1.7 | 12.9+2.0 | 4.3+0.8 1.5+0.3 0.6+0.2

(IlgG1-LALA)

HL161ANQ
100.0+0.0 |46.8+10.2| 17.9495 | 6.2+3.5 2.7+1.4 1.6+0.7

(1gG4S228P)
HL161AN 100.0+0.0 |163.8+19.2| 29.6+12.8 | 10.9459 | 4.6+2.5 2.1+1.0
IVIG 100.0+0.0 | 79.4420.6| 68.0+23.3 | 48.8+10.2 | 53.6+8.2 | 43.9+7.4

Ejemplo 9. Calculo de la vida media del trazador de biotina-lgG mediante

andlisis farmacocinético (PK)

[00258]

Los resultados del andlisis cuantitativo de ELISA de biotina-hlgG se

utilizaron para calcular la vida media del trazador después de la administracion de

cada sustancia de prueba con BA calc (2007, Corea). Especificamente, utilizando

los resultados del andlisis de ELISA, se calcularon las vidas medias de 24 horas a
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120 horas después de la administracion del trazador para las tres variantes de
HL161AN (Tabla 16), la sustancia comparativa y la sustancia de control.
[00259] Como resultado, como se muestra en la Tabla 22, las semividas fueron
22.7 £ 9.0 horas para HL161ANS (IgG1-LALA), 15.9 £ 0.9 horas para HL161ANQ
(IlgG1-LALA)y 17.8 £ 2.6 horas para HL161ANQ (IgG4S228P). La semivida de la
sustancia comparativa HL161AN fue 20.6 + 3.6 horas, que se confirmd que era
equivalente a las de las tres variantes de HL161AN. Ademas, las semividas del
vehiculo y de la IglV fueron 108.2 + 29.0 horas y 98.0 + 16.8 horas,
respectivamente, que se confirmod que eran similares. Los resultados del analisis
de la vida media de la biotina-hlgG después de la administracion de las variantes
HL161AN en ratones Tg se resumen y se muestran en la Tabla 22 a continuacion.
[Tabla 22]
Nombr del grupo Taz2 (hr.)
Vehiculo 108.3+29.0
HL161ANS (IgG1-LALA) 22.749.0
HL161ANQ (IgG1-LALA) 15.9+0.9
HL161ANQ (IgG4D228P) 17.84£2.6
HL161AN 20.6+3.6
IVIG 98.0+16.8

Ejemplo 10. Catabolismo de hlgG de variantes del anticuerpo
HL161AN en ratones transgénicos hFcRn
[00260] EI efecto del catabolismo de hlgG se confirmé después de la
administracion a ratones Tg32 a 20 mg/kg para las tres variantes de HL161AN
disefiadas para aumentar la estabilidad de HL161AN. Como resultado, se
confirmé que HL161ANS (IgG1-LALA), HL161ANQ (IgG1-LALA) y HL161ANQ
(1gG4S228P) tenian el efecto del catabolismo de hlgG equivalente al de la
sustancia comparativa HL161AN.
[00261] En conclusion, se confirmé que HL161ANS (cadena ligera: N32S,
cadena pesada: C32S) y HL161ANQ (cadena ligera: N32Q, cadena pesada:
C32S), que son sustancias en las que se sustituyen dos aminoacidos para

aumentar la estabilidad entre los dominios variables de HL161AN, tuvieron un
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efecto de catabolismo de IgG in vivo similar al de la molécula original HL161AN.
Es decir, se confirmd que las tres variantes de HL161AN disefiadas para
aumentar la estabilidad no afectaron la eficacia in vivo en comparacion con la
HL161AN existente.

Ejemplo 11. Conclusion del catabolismo de higG mediante la
administracion de variantes del anticuerpo anti-FcRn (HL161AN) en ratones
transgénicos hFcRn
[00262] Para evaluar el efecto de HL161AN y las variantes de HL161AN
(HL161ANS y HL161ANQ) sobre el catabolismo in vivo de biotina-higG, se
recogié sangre por tiempo después de la administracion a ratones Tg32 a 20
mg/kg, y se confirmd la concentracion de biotina-hlgG en la sangre.
[00263] Como resultado, en el caso de biotina-hlgG, se confirmé un efecto de
catabolismo de biotina-hlgG similar para las tres sustancias administradas.
Todas las sustancias de prueba (HL161AN, HL161ANS y HL161ANQ) redujeron
la concentracion de biotina-hlgG en un 90 % o mas dentro de las 120 horas
posteriores a la administracién en comparacion con el grupo de control de IglV.
[00264] En conclusion, se confirmo6 que el efecto de catabolismo de higG de
HL161ANS y HL161ANQ no fue significativamente diferente del de HL161AN a
través de la prueba de catabolismo de higG.

Ejemplo 12: Comparacion de los anticuerpos HL161ANS vy
Batoclimab
[00265] En este estudio comparativo en monos, se compardé la variante
HL161ANS (también denominada IMVT-1402) con otro anticuerpo anti-FcRn,
Batoclimab (HL161BKN, véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de
patente internacional n.° WO/2015/167293).
[00266] Se administré por via intravenosa a 20 monos en cuatro grupos 50
mg/kg de batoclimab, 5 mg/kg de HL161ANS, 50 mg/kg de HL161ANS o placebo.
Se midieron los niveles de IgG, albumina y lipoproteina de baja densidad (LDL)
y colesterol en los puntos temporales indicados. Se sabe que los monos

cinomolgus son un indicador farmacodinamico fiable de los efectos mediados por
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anti-FcRn sobre la IgG (véase, por ejemplo, Lledo-Garcia, et al., UCB Pharma,
2022).

[00267] En dosis comparables, la reduccion de la IgG fue casi idéntica para
batoclimab y HL161ANS (FIG. 18). El efecto de reduccién de la IgG fue
dependiente de la dosis. HL161ANS y placebo demostraron efectos similares
sobre la albumina, LDL y colesterol (FIG. 19A-19C, respectivamente). Por lo
tanto, no hubo un efecto sustancial de HL161ANS sobre los niveles de albumina,
LDL o colesterol.

Ejemplo 13: Un estudio farmacolégico exploratorio intravenoso de 4
semanas seguido de un periodo de recuperacion de 4 semanas en monos
cynomolgus

[00268]
perfil toxicocinético (TK) del elemento de prueba, HL161ANS, después de la

El objetivo del estudio fue determinar la farmacologia, la toxicidad y el

administracion de una inyeccion intravenosa una vez por semana al mono
cynomolgus durante 4 semanas (los dias 1, 8, 15y 22) y evaluar la persistencia,
el inicio retardado o la reversibilidad de cualquier cambio después de un periodo
de recuperacion de 4 semanas.

[00269]

administraron a grupos de monos una vez por semana mediante administracion

Los elementos de prueba, control positivo y control/vehiculo se

de inyeccion intravenosa (durante aproximadamente 60 segundos) los dias 1, 8,

15y 22 como se describe en la Tabla 23 a continuacion:

[Tabla 23]
Numeros | Descripciéon del | Nivel de | Concentraci | Volume Numero de
de grupo dosis on de dosis n de animales
grupos (mg/kg/dia (mg/mL) dosis | Macho | Hembra

) (mL/kg) s s

1 Control/Vehiculo 0 0 2 1 2

a

2 Control positivo ° 50 25 2 2 1

3 Dosis baja 5 2.5 2 3 4

4 Dosis alta 50 25 2 3 4

a: A los animales del grupo de control/vehiculo se les administro el elemento de
control/vehiculo (20 mM de histidina, 200 mM de arginina, pH 6.0, 2 % p/v de
PS-20)).
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b: A los animales del grupo 2 se les administré Unicamente el elemento de
control positivo.

[00270] Después de completar el ultimo ciclo de dosificacion semanal, todos los
animales fueron observados durante 4 semanas y luego los animales de los Grupos
1, 3y 4 fueron sacrificados y sometidos a un examen de necropsia el dia 57.
[00271] Los parametros monitoreados durante este estudio incluyeron
mortalidad, observaciones clinicas y pesos corporales. Ademas, se evaluaron
parametros de patologia clinica (hematologia, coagulacion, quimica clinica y
andlisis de orina). Se realiz6 una toma de muestras de sangre para evaluacion
toxicocinética, ApoB, IgG y ADA. Se realiz6 una necropsia y se recolectaron tejidos
para un posible examen histopatoldgico.

[00272] No se observaron signos clinicos relacionados con la mortalidad o
HL161ANS.

[00273] No se observaron efectos relacionados con el elemento de prueba en los
pesos corporales, la hematologia, la coagulacién, la quimica clinica y el analisis de
orina.

[00274] Se observé moteado esplénico a 5 y 50 mg/kg de HL161ANS y una
mayor incidencia de timo pequefio a 50 mg/kg. Como no se realizé ningiin examen
microscopico, no se pudo determinar la importancia toxicolégica de estos
hallazgos.

[00275] En conclusién, la administracion intravenosa una vez por semana
durante cuatro semanas (dias 1, 8, 15y 22) de HL161ANS al mono cynomolgus a

5y 50 mg/kg fue bien tolerada.

Ejemplo 14: Estudio de toxicidad y toxicocinética de 6 semanas de inyeccion
subcutédnea y/o intravenosa con HL161ANS en monos cinomolgus con una
fase de recuperaciéon de 9 semanas

[00276] EI proposito de este estudio fue evaluar la toxicidad y determinar la
toxicocinética de HL161ANS cuando se administra dos veces por semana
mediante inyeccion subcutanea y/o intravenosa (bolo lento) a monos cynomolgus

durante al menos 6 semanas (un total de 13 intervalos de dosis) y evaluar la
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reversibilidad o persistencia de cualquier efecto después de una fase de
recuperacion de 9 semanas.

[00277] Se asignaron monos cynomolgus machos y hembras a seis grupos y se
administraron dosis como se indica en la Tabla 24. Se administré la dosis a los
animales mediante inyeccion subcutanea (SC) (Grupos 1 a 4) y/o inyeccion
intravenosa (V) (bolo lento) (Grupos 1, 5y 6) los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25,
29, 32, 36, 39 y 43 de la fase de dosificacion a un volumen de 1.3 mil/kg/dosis. El
articulo/diluyente de control del vehiculo fue el tampon de formulacion HL161ANS.
Ademas, se administr0 KLH a cada animal una vez el dia 14 de la fase de
dosificacion y una vez el dia 28 de la fase de recuperacién mediante inyeccion

subcutanea a un volumen de 1 mi/dosis.

[Tabla 24]
Grupoa Nivel de Concentracion Numero de animales
dosis® de dosis® Machos Hembras
(mg/kg/dosis) (mg/mL)

1 (Control —SC e IV) 0 0 5 5

2 (Bajo - SC) 50 38.5 3 3

3 (Medio - SC) 100 76.9 3 3

4 (Alto - SC) 198.4 152.6 5 5

5 (Bajo - 1V) 50 38.5 3 3

6 (Alto — 1V) 198.4 152.6 5 5

a Al grupo 1 se le administré unicamente el articulo de control del vehiculo.
b Se administré a los animales un volumen de 1.3 ml/kg/dosis.
¢ Se designaron tres animales por sexo y grupo como animales terminales,
y dos animales por sexo y grupo de los grupos 1, 4 y 6 como animales
en recuperacion.
[00278] La evaluacion de la toxicidad se basé en la mortalidad, las
observaciones clinicas, los pesos corporales, el consumo de alimentos
cualitativos, las observaciones oftadlmicas, las mediciones electrocardiograficas
(ECG), las observaciones dérmicas, las observaciones neuroconductuales, la
evaluacion de la frecuencia respiratoria y la patologia clinica y anatdbmica. Se
recogieron muestras de sangre para las evaluaciones toxicocinéticas, de ADA e
inmunotoxicolégicas.
[00279] Los parametros toxicocinéticos fueron generalmente similares en

monos machos y hembras (dentro de 2 veces). Con la dosificaciébn SC, las
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exposiciones sistémicas de HL161ANS, como lo indican los valores de Cmax Y
AUCO0-72, aumentaron con el nivel de dosis. Las evaluaciones de AUCO0-72 son
limitadas en la medida en que este pardmetro no pudo determinarse el dia 43 en
ninguno de los animales, excepto en los animales de recuperacion en el grupo
de 198.4 mg/kg/dosis, ya que el sacrificio terminal ocurrié el dia 44. Los
aumentos fueron generalmente mayores que proporcionales entre dosis de 50.0
y 198.4 mg/kg/dosis. Después de la dosificacion SC repetida dos veces por
semana, no se observé acumulacion sérica en el grupo de 50.0 mg/kg/dosis
desde el dia 1 al dia 22 segun las AR medias de sexo combinado, lo que refleja
valores en dos animales hembra individuales en el grupo que fueron
considerablemente menores a 1.0. La acumulacién ocurrié a dosis mas altas, y
el grado de acumulacion aumento con la dosis. Las razones de acumulacion de
los valores de Cmax y AUCO0-72 fueron de 1.65 a 1.86 en el grupo de 100,0
mg/kg/dosis (del dia 1 al dia 22) y de 1.83 a 2,88 en el grupo de 198.4
mg/kg/dosis (del dia 1 al dia 22 y dia 43). Con la administracién intravenosa, los
valores de Cmax y AUCO-72 de HL161ANS aumentaron con el nivel de dosis.
Los aumentos en los valores de AUCO-72 fueron mayores que proporcionales
entre dosis de 50,0 y 198,4 mg/kg/dosis. Las evaluaciones de proporcionalidad
de la dosis para Cmax después de la administracion intravenosa en bolo
indicaron un aumento aproximadamente proporcional con la dosis el dia 1, pero
fueron dificiles de interpretar los dias 22 y 43 debido a los efectos contribuyentes
de la acumulacion. Después de la administracion intravenosa repetida dos veces
por semana, la acumulacion sérica, basada en Cmax, fue leve (50.0 mg/kg/dosis)
a modesta (198.4 mg/kg/dosis), con AR de 1.11 a 1.23 y de 1.40 a 1.63,
respectivamente. En el caso del AUCO-72, las exposiciones medias combinadas
por sexo en el grupo de 50.0 mg/kg/dosis disminuyeron a la mitad desde el dia
1 hasta el dia 22 y se mantuvieron iguales hasta el dia 43, con AR de
aproximadamente 0.460; esto refleja AR muy bajas en cinco de los seis animales
de este grupo. Se observaron aumentos modestos en el AUC0-72 en el grupo
de 198.4 mg/kg/dosis IV, con AR de aproximadamente 1.5. Se observaron titulos
positivos de anticuerpos antidrogas (ADA) en 35 de 38 (92.1 %) animales
tratados con HL161ANS (1 animal a 100 mg/kg/dosis SC y 2 animales a 198.4
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mg/kg/dosis IV fueron negativos para los titulos de ADA. La ADA inducida por
HL161ANS puede haber afectado las tasas de acumulacién en los dias 22 y 43,
ya que las AR tendieron a disminuir con el aumento de los titulos de ADA,; el
grupo de 50 mg/kg/dosis se vio mas afectado que otros grupos.

[00280] EI dia 30 de la fase de dosificacion, una hembra a la que se le
administré 100 mg/kg/dosis SC fue sacrificada debido a una condicion corporal
delgada (pérdida de peso corporal de 0.3 kg), una puntuacion baja de condicién
corporal, ojos hundidos, disminucién de la turgencia de la piel, heces liquidas y
una temperatura corporal baja (36.4 °C). El animal fue examinado y tratado
previamente por hinchazon y una laceracion en el pie izquierdo el dia 23 de la
fase de dosificacion; sin embargo, la condicion de este animal empeor6. Los
cambios patolégicos clinicos relacionados con HL161ANS consistieron en
concentraciones de proteina total y albumina leves a moderadamente reducidas.
Estos cambios fueron similares a los observados en los animales que
sobrevivieron al sacrificio programado y probablemente fueron exacerbados por
la respuesta inflamatoria y las observaciones clinicas de heces liquidas.

[00281] Las observaciones macroscépicas incluyeron una forma anormal y
compresion del cerebro, que se correlacioné microscopicamente con una
dilatacion minima del tronco encefalico, que se consideré incidental. La
celularidad minimamente aumentada de los precursores mieloides en la médula
Osea esternal podria haberse correlacionado con la respuesta inflamatoria
relacionada con la laceracion en el dedo. La causa de la condicion moribunda
fue indeterminada en base a observaciones microscépicas, pero las heces
liquidas continuas y la herida en el dedo que llevaron a la disminucion de la
movilidad y el consumo de alimentos habrian contribuido a la condicién
moribunda de este animal. En base a las observaciones clinicas disponibles y
los resultados de patologia clinica y anatémica, esta mortalidad no se asocio con
HL161ANS. No se observaron observaciones clinicas relacionadas con
HL161ANS; observaciones oftalmicas; alteraciones del peso corporal o del
consumo de alimentos; efectos en la frecuencia respiratoria; observaciones
dérmicas; efectos en el ECG; efectos en la coagulacion, analisis de orina o titulos

de IgM e IgA; efectos en los niveles de CH50; efectos en la inmunidad y
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subconjuntos de linfocitos; diferencias en el peso de los érganos; o se
observaron hallazgos macroscopicos.

[00282] Se observo un aumento en los titulos de IgM antes de la dosis del dia
22 de la fase de dosificacion, en comparacion con antes de la dosis del dia 1 de
la fase de dosificacion, en la mayoria de los controles y en los machos y hembras
a los que se les administré 250 mg/kg/dosis de HL161ANS. Se observé una
disminucion posterior en los titulos de IgM antes de la dosis y 1344 horas
después de la dosis del dia 43 de la fase de dosificacion en las hembras a las
que se les administr6 =50 mg/kg/dosis de HL161ANS, con valores que
permanecieron comparables a los de los controles. En los machos tratados con
HL161ANS, los titulos de IgM antes de la dosis del dia 43 de la fase de
dosificacion permanecieron comparables a antes de la dosis del dia 22 de la fase
de dosificacion, con una disminucion posterior observada a las 1344 horas
después de la dosis del dia 43 de la fase de dosificacion. Se observd una
disminucién en las concentraciones de IgG antes de la dosis del dia 4 de la fase
de dosificacion, en comparacion con la dosis antes del dia 1 de la fase de
dosificacion, en todos los animales a los que se les administré 250 mg/kg/dosis
de HL161ANS. El cambio porcentual de las concentraciones medias de IgG para
los grupos a los que se les administré 250 mg/kg/dosis fue aproximadamente del
48 al 76 % por debajo de los valores basales en el dia 43 de la fase de
dosificacion, en consonancia con la farmacologia esperada. Las concentraciones
medias de IgG para cada grupo aumentaron a partir del dia 15 de la fase de
recuperacion y volvieron a los niveles basales al final de la fase de recuperacion.
Se observaron mayores concentraciones de IgG, en comparacién con la dosis
antes del dia 1 de la fase de dosificacion, en dos hembras a las que se les
administré 198,4 mg/kg/dosis SC a partir del dia 15 de la fase de dosificacion
después de la disminucidén observada en el dia 4 de la fase de dosificaciéon. Las
concentraciones de IgG se mantuvieron altas hasta el dia 43 de la fase de
dosificacion en ambos animales, seguidas de una disminucion el dia 1 de la fase
de recuperacién. Se observé un aumento de las concentraciones de IgG, en
comparacion con la dosis previa al dia 1 de la fase de dosificacién, en un macho

al que se le administré 198.4 mg/kg/dosis por via subcutanea a partir del dia 15
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de la fase de dosificacion, tras la disminucion observada el dia 4 de la fase de
dosificacion. Las concentraciones de IgG se mantuvieron altas hasta el dia 32
de la fase de dosificacion, seguidas de una disminucién el dia 36 de la fase de
dosificacion. Las concentraciones de IgG disminuyeron por debajo del valor
inicial hasta el dia 50 de la fase de recuperacién. El aumento de la concentracion
de IgG en un animal puede estar relacionado con la inflamacién vascular
observada en varios tejidos en el examen microscopico. Estas variaciones con
respecto a las concentraciones medias de IgG del grupo tienen una relacion
desconocida con los titulos de HL161ANS y/o ADA.

[00283] Se observaron niveles de C3a marginalmente aumentados el dia 43
de la fase de dosificacion en animales a los que se les administré 198.4
mg/kg/dosis SC o IV, en comparacion con los valores de control y de referencia,
y se consideraron potencialmente relacionados con HL161ANS debido a la
consistencia entre sexos y la pequefia magnitud del cambio. C3a es un efector
en el sistema del complemento y tiene varias funciones estimuladoras en el
sistema inmunoldgico. Los efectos relacionados con HL161ANS en los
resultados de las pruebas de quimica clinica consistieron en una concentracion
de proteina total minima a levemente reducida el dia 43 de la fase de dosificacion
en animales a los que se les administré hasta 198.4 mg/kg/dosis SC o IV. Se
observé una concentracion de albumina minima a moderadamente reducida los
dias 16 y/o 43 de la fase de dosificacién en animales a los que se les administré
>50 mg/kg/dosis SC, machos a los que se les administré >50 mg/kg/dosis IV y
hembras a las que se les administré6 198.4 mg/kg/dosis IV. Se observo una
concentracion minimamente reducida de globulina el dia 43 de la fase de
dosificacion en los machos a los que se les administré 50 o 100 mg/kg/dosis SC
0 >50 mg/kg/dosis IV y en las hembras a las que se les administré 50 mg/kg/dosis
SC o IV. Los machos a los que se les administré 50 mg/kg/dosis IV mostraron
evidencia de reversibilidad del efecto de la albumina el dia 43 de la fase de
dosificacion, y todos los demas efectos en los resultados de las pruebas de
guimica clinica para los animales a los que se les administré 198.4 mg/kg/dosis
SC o IV mostraron evidencia de reversibilidad el dia 22 o 50 de la fase de

recuperacion.
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[00284] Un efecto relacionado con HL161ANS en los resultados de la prueba
hematolégica fue de pequefia magnitud y consistié en un recuento absoluto de
neutréfilos minimamente disminuido el dia 43 de la fase de dosificacion en
animales a los que se les administr6 198.4 mg/kg/dosis IV. Estos efectos
mostraron evidencia de reversibilidad el dia 22 o 50 de la fase de recuperacion,
excepto en un macho al que se le administré 198,4 mg/kg/dosis IV. Se observo
que una hembra a la que se le administr6 198.4 mg/kg/dosis SC tenia un
recuento absoluto de monocitos minimamente aumentado el dia 43 de la fase de
dosificacion, lo que se correlacion6 con hallazgos microscoépicos de inflamacion
vascular e infiltrados de células mononucleares. En el sacrificio terminal, se
observé el hallazgo microscépico relacionado con HL161ANS de inflamacién
vascular probablemente asociada con dafio mediado por complejos inmunes en
el pulmodn, higado, vesicula biliar, rifidn, estbmago, intestino delgado y grueso,
lengua, corazon, Gtero y sitio de inyeccion subcutanea E de una hembra a la que
se le administré 198.4 mg/kg/dosis SC. Los hallazgos adicionales en este animal
incluyeron hematopoyesis extramedular minima y una ligera hipertrofia de las
células de Kupffer del higado y una hipertrofia minima de la tinica media en los
vasos pulmonares. No se observaron hallazgos relacionados con HL161ANS en
el sacrificio de recuperacion.

[00285] En conclusion, a monos cynomolgus machos y hembras se les
administré6 un articulo de control de vehiculo/diluyente o 50, 100, 198.4
mg/kg/dosis de HL161ANS mediante inyeccion SC y/o IV dos veces por semana
durante 6 semanas. Se observaron niveles aumentados de C3A el dia 43 de la
fase de dosificacion en animales a los que se les administro 198.4 mg/kg/dosis
SC o IV. Este hallazgo fue reversible durante la fase de recuperacion. Los
cambios en la patologia clinica incluyeron una concentracion de proteina total
levemente reducida en ambos sexos a los que se les administré hasta 198.4
mg/kg/dosis SC o 1V; una concentracion de albumina minima a moderadamente
reducida en ambos sexos a los que se les administro hasta 198.4 mg/kg/dosis
SC, a los machos se les administré 250 mg/kg/dosis IV y a las hembras se les
administr6 198,4 mg/kg/dosis IV; concentracion de globulina minimamente

reducida en machos a los que se les administré 50 o 100 mg/kg/dosis SC o =250
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mg/kg/dosis IV y en hembras a las que se les administré 50 mg/kg/dosis SC o
IV; y recuento absoluto de neutréfilos minimamente reducido en ambos sexos a
los que se les administr6 198.4 mg/kg/dosis IV. Estos hallazgos fueron
reversibles durante la fase de recuperacion.

[00286] Los hallazgos microscopicos relacionados con HL161ANS incluyeron
inflamacion vascular en el pulmén, higado, vesicula biliar, rifidn, estomago,
intestino delgado y grueso, lengua, corazon, utero y el sitio de inyeccion
subcutanea E de una hembra a la que se le administré 198,4 mg/kg/dosis SC.
No se observaron hallazgos relacionados con HL161ANS en el sacrificio de
recuperacion. Debido a la naturaleza sistémica de los hallazgos microscépicos
de los animales a los que se les administré 198.4 mg/kg/dosis SC, los efectos de
esta dosis se consideraron adversos. Debido a la leve gravedad de los hallazgos
y la falta de un impacto en la salud y el bienestar de los animales a los que se
les administré 100 mg/kg/dosis SC o 198.4 mg/kg/dosis IV, los efectos de estas
dosis se consideraron no adversos. Por lo tanto, el nivel sin efecto adverso
observado (NOAEL) es 100 mg/kg/dosis mediante inyeccion SC y 198.4
mg/kg/dosis mediante inyeccion IV. El nivel de dosis SC correspondié a un valor
de concentracion maxima media observada (Cmax) de 964 mg/L el dia 43 de la
fase de dosificacion y un valor de area bajo la curva de concentracion-tiempo
durante un intervalo de dosificacion (AUCtau o AUCO0-72) de 2290 mg/L el dia 22
de la fase de dosificacidén (se debe tener en cuenta que no se pudo calcular el
AUCO0-72 el dia 43 ya que el sacrificio terminal fue un dia después de la dosis
del dia 43)). El nivel de dosis IV correspondié a una concentracién maxima media
observada (Cmax) y un area bajo la curva de concentracién-tiempo durante un
intervalo de dosificacion (AUCtau 0 AUCo-72) de 7100 mg/L y 10800 mg x dia/L en

el dia 43 de la fase de dosificacion.

Ejemplo 15: Estudio de toxicidad, toxicocinética y farmacodinamica de
determinacion del rango de dosis de inyeccidén subcutanea y/o intravenosa
con HL161ANS en monos cinomolgus

[00287] | propdsito de este estudio fue evaluar la toxicidad y determinar la
toxicocinética (TK) y la farmacodinamica (PD) de HL161ANS cuando se

administra dos veces por semana mediante inyeccion subcutanea (SC) o una
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vez por semana mediante inyeccion intravenosa (IV, bolo lento) a monos
cinomolgus durante al menos 6 semanas.

[00288] Se asignaron monos cinomolgus machos y hembras a seis grupos, y
se administraron dosis como se indica en la siguiente tabla. Los animales
recibieron la dosis mediante inyeccion intravenosa y/o subcutanea una o dos
veces por semana a un volumen de 1 mi/kg/dosis. El articulo de control del

vehiculo/diluyente fue el tampon de formulacion HL161ANS.

Nivel de Concentracion | Numero de Animales
dosisb de dosisb

Grupo (mg/kg/dosis) (mg/mL) Machos Hembras
1 (Control-IV y SC)a 0 0 1 1
2 (Bajo- IV) 3 3 2 2
3 (Medio-Bajo -IV) 10 10 2 2
4 (Medio-Alto -I1V) 30 30 2 2
5 (Alto - IV) 100 100 3 3
6 (Alto - SC) 100 100 2 2

IV = Intravenosa; SC = Subcutanea

a Al grupo 1 se le administré unicamente el articulo de control del vehiculo.
Los dias 1, 8, 15, 22, 29 y 36, la administracion subcutanea

fue seguida por la administracion intravenosa. Los dias 4, 11, 18, 25, 32 y 39,
solo la administracion subcutanea.

b Alos animales se les administré un volumen de 1 ml/kg/dosis.

[00289] La evaluacion de la toxicidad se basé en la mortalidad, las
observaciones clinicas, el peso corporal, el consumo de alimentos, las
observaciones dérmicas, la inmunotoxicologia y la patologia clinica y anatomica.
Se recogieron muestras de sangre para la evaluacion toxicocinética y el analisis
de anticuerpos antidrogas.

[00290] No se produjeron muertes relacionadas con HL161ANS y no se
observaron observaciones clinicas o dérmicas relacionadas con HL161ANS,
alteraciones del peso corporal, aumento de peso corporal o consumo de
alimentos, diferencias de peso de los érganos, observaciones macroscoépicas o
hallazgos microscopicos.

[00291] Los efectos de la quimica clinica relacionados con HL161ANS
observados en los animales a los que se les administré 100 mg/kg/dosis IV 0 SC

se limitaron a una concentracion de albumina minima o levemente reducida
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observada en animales individuales. La disminucion de la albumina se observo
de manera mas consistente en los dias 15 0 22 a 50 para los animales a los que
se les administro 100 mg/kg/dosis SC, mientras que se observo principalmente
en los dias 36 y 43 de la fase de dosificacion para los animales a los que se les
administré 100 mg/kg/dosis IV. No se conocia un mecanismo para la disminucién
de la albumina.

[00292] En conclusion, se administré a monos cynomolgus machos y hembras
una formulacion tampén de HL161ANS (vehiculo de control) mediante inyeccion
subcutanea dos veces por semana e inyeccion intravenosa una vez por semana
o 3, 10 o 100 mg/kg/dosis de HL161ANS mediante inyeccidn intravenosa una
vez por semana o 100 mg/kg/dosis de HL161ANS mediante inyeccion
subcutanea dos veces por semana. HL161ANS fue bien tolerado en todos los
niveles de dosis y todas las vias de dosificacion. No se produjeron muertes
relacionadas con HL161ANS y no se observaron observaciones clinicas
relacionadas con HL161ANS, alteraciones en el peso corporal, aumento de peso
corporal o consumo de alimentos, diferencias en el peso de los érganos,
observaciones macroscopicas o hallazgos microscopicos. No se observaron
efectos patologicos clinicos relacionados con HL161ANS en animales a los que
se les administrd6 hasta 100 mg/kg/dosis IV. Los efectos patolégicos clinicos
relacionados con HL161ANS observados en animales a los que se les administré
una dosis de 100 mg/kg por via subcutanea se limitaron a una concentracién de
albumina minima o levemente reducida desde el dia 15 o0 22 hasta el dia 50. Con
base en estos hallazgos, 100 mg/kg/dosis de HL161ANS, la dosis mas alta
administrada, por inyeccion intravenosa o0 subcutanea se considera la dosis

maxima tolerada (MTD).

Ejemplo 16: Un estudio de fase 1 para evaluar la seguridad, tolerabilidad,
farmacocinética y farmacodinamia de HL161ANS en participantes sanos

[00293] Este ejemplo describe un estudio de fase 1, aleatorizado, controlado
con placebo, doble ciego, secuencial de grupos paralelos para investigar la
seguridad, tolerabilidad, farmacocinética (PK) y farmacodinamia (PD) de dosis

Gnicas y multiples ascendentes de HL161ANS en participantes adultos
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masculinos sanos y participantes adultas femeninas sin potencial fértil (NCBP).
Los participantes participan en 1 cohorte de dosificacion.

[00294] Hay 6 cohortes de dosis Unica ascendente (SAD) (100, 300, 600 y
1200 mg intravenosos [IV]; y 300 y 600 mg subcutaneos [SC]). Hay 2 cohortes
de dosis multiple ascendente (MAD) (300 y 600 mg SC una vez a la semana
[QW]) y 2 cohortes MAD opcionales (150 y 450 mg SC QW). Cada cohorte
MAD debe recibir 4 administraciones semanales de HL161ANS o placebo.
Cada cohorte debe dosificar a 2 sujetos centinela (uno activo y uno placebo).
[00295] Las cohortes SAD consisten cada una de 6 y 2 participantes en
HL161ANS y placebo, respectivamente, y las 4 cohortes MAD consisten cada
una de 10 y 2 participantes en HL161ANS y placebo, respectivamente. Por lo
tanto, el estudio contara con un total de hasta 96 participantes (76 en
HL161ANS y 20 en placebo).

[00296] Las dosis seleccionadas no deben exceder las dosis fijas de 1530 mg
IV para SAD y 800 mg SC para MAD.

[00297] Los participantes deben ser seleccionados para evaluar la elegibilidad
para la aleatorizacidén en el estudio. Para las cohortes de SAD, los participantes
deben ser aleatorizados en 6 cohortes de dosis secuenciales, con 8 participantes
por cohorte. Para cada cohorte de SAD, 2 participantes deben ser aleatorizados
1:1 para recibir HL161ANS o placebo para la dosificacion centinela, luego los 6
participantes restantes deben ser aleatorizados 5:1 para recibir HLI61ANS o
placebo, si HL161ANS es bien tolerado en los respectivos participantes
centinela.

[00298] Para las cohortes MAD, los participantes deben ser aleatorizados en
hasta 4 cohortes secuenciales (2 planificadas y 2 opcionales), con 12
participantes por cohorte. Para cada cohorte MAD, 2 participantes deben ser
aleatorizados 1:1 para recibir HL161ANS o placebo para la dosificacion
centinela, luego los 10 participantes restantes deben ser aleatorizados 9:1 para
recibir HLL61ANS o placebo, si HL161ANS es bien tolerado en los respectivos
participantes centinela.

[00299] Los objetivos y puntos finales se muestran en la Tabla 25

[Tabla 25]
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OBJETIVOS

CRITERIOS DE VALORACION

Primarios

Evaluar la seguridad y tolerabilidad de
HL161ANS después de dosis Unicas y

multiples en participantes sanos

Eventos adversos (AE), Eventos
adversos graves (SAE) y Eventos
Adversos que conllevan a la

interrupcién del tratamiento

Secundarios

Evaluar la farmacocinética de HL161ANS
después de dosis Unicas y multiples en

participantes sanos

Perfil farmacocinético de
HL161ANS, evaluado a través de
concentraciones séricas de
HL161ANS a lo largo del tiempo

Evaluar la PD de HL161ANS después de
dosis Unicas y multiples en participantes

sanos

Perfil de PD de HL161ANS,
evaluado a traves de
concentraciones séricas de IgG
total y subclases de IgG a lo largo
del tiempo

Evaluar la inmunogenicidad de HL161ANS
después de dosis Unicas y multiples en

participantes sanos

Numero de participantes con ADA 'y
nAb positivos emergentes del

tratamiento

Exploratorio

Evaluar el efecto de HL161ANS sobre
marcadores seleccionados de inflamacion y

estado inmunolégico en participantes sanos

Cambios con respecto al valor
inicial en los marcadores de

inflamacion y estado inmunoldgico:

e Complejos inmunes

e Concentraciones de IgA e IgM

e C3y C4 del complemento
después de multiples dosis

e Se mediran los titulos de

anticuerpos especificos contra
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la toxina del tétanos y la toxina
de la difteria después de

multiples dosis

Abreviaturas: ADA = anticuerpo antifarmaco; AE = evento adverso; IgA =
inmunoglobulina A; IgG = inmunoglobulina G; IgM = inmunoglobulina M; nAb =
anticuerpo neutralizante; PD = farmacodinamica; PK = farmacocinética; SAE =

evento adverso grave.
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