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X | Patente de Invencion.

SOLICITUD DE:

Patente de Modelo de Utilidad.

x | Capitulo 1. Capitulo II.
@ Nombre: PFIZER INC IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccion: 235 East 42nd Street, New York, C.C. NIT
(71) New York 10017. Estados Unidos de América.
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos C.E. Otro
Lugar de Constitucion Estados Unidos
" Cual
Teléfono: Fax:
E-mail: Namero
IDENTIFICACION
Nombre: CARLOS R. OLARTE
C.C.J X NIT
O APODERADO Colombia C.E. Otro
Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799 Cual

E-mail: office@olartemoure.com

Numero 79.782.747Bta

TP_74.2585

INVENTOR (ES)

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA.

Direccion: VER PAGINA ADJUNTA

®

(72) Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA.
PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/IB2011/053761 Fecha

Publicacién Internacional No. WO 2012/032433 A1  Fecha

Agosto 26, 2011

Marzo 15, 2012

©

Titulo (54) MOLECULAS DE UNION A 4-1BB.

Clasificacion Internacional (51) CO7K 16/28; A61K 39/395; A61P 35/00.

S1

Prioridad

Us Septiembre 9, 2010

X | NO

61/381,210

| (33) Pais de Origen | (32) Fecha | (31) Nimero de Solicitud |

@ Comprobante de pago No. 13- Fecha
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando e! solicitante sea persona
juridica. Poderes, si fuere el caso.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Declaracién bajo la Regla 417(ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccidon de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionddas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

O U 0O 000000 HEO0 HES

FIGURA CARACTERISTICA:

4 )

N /

9

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRM

Solicito la concesion de la patente,

C.C. 79.782.747 Bt T.P. 74.295~




LISTA DE INVENTORES

Bianca AHRENS
Richard-Riemerschmid-Allee 22,
Munich, 81241,

Alemania

Nacionalidad: Alemana

Sangita M. BAXI

10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Simon Paul BERGQVIST
10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Britanica

Regis DOYONNAS
Eastern Point Road, Groton,
Connecticut, 06340,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Francesa

Robert Lee DUFIELD

One Burtt Road, Andover,
Massachusetts, 01810,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Mark William ELLIOTT
10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

PCT/IB2011/053761



Timothy Scott FISHER
10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Richard Michael JEROME
One Burtt Road, Andover,
Massachusetts, 01810,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Britanica

Heather Laurence JONES

700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacion-alidad: Estadounidense

Cris KAMPERSCHROER,
Eastern Point Road, Groton,
Connecticut, 06340,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Kathrin LADETZKI-BAEHS
Bahnhofstr, 36, 82152, Planegg,
Alemania

Nacionalidad: Alemania

Victoria Alexandria LOVE
10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense



Theodore Lawrence OLIPHANT
7000 Portage Road, Kalamazoo,
Michigan, 49001,

Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Adekunle Olatunbosun ONADIPE
700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Britanica

Wenning QIN

Eastern Point Road, Groton,
Connecticut, 06340,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

Vinay RADHAKRISHNAN

700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Allison Karlyn ROHNER
10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

Leslie Lynne SHARP

10777 Science Center Drive,
San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense



Michael TESAR
Lenbachstr. 6, 86169, Augsburg
Alemania

Nacionalidad: Alemania

Kristin Elizabeth THOMAS
700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Libbey Anne YATES

700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Daisy Marie ZIEGEMEIER

700 Chesterfield Parkway West,
Chesterfield, Missouri, 63017,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Moritz ZULLEY
GaiBacher Strasse 5,
Munich, 81371, Munich
Alemania

Nacionalidad: Alemania
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, . Tra 11 PATENTEIY|] Eve: 378 FASENACIONALI
PATENTE DE INVENCIOH : I MODELG DE Act. 411 PRESENTACION Folios

ﬁt\ : ~ R — __* -

lndxcac;on que se solicita ung patente.

Detos de | loentmoacron del sohonan

D Desc,rlpuon deia mvencron
]
=

e o d'b la persona que presenta |g solicitud

Dibuios de ser estos pemnemeb

: [ Comprubame de'pago-de [ag taﬁas estabf@cxuas (DQ ser el caso formato (e descuento) ,
Complem J ’ : o lncomp(eta []

PATENTE DE INVENCION iDCT [&] MODELO DE UT_!LiDAb PCT D Art33 Decisién 486/00, Circular Unica
. i

: Ind[camon que se solicita una PCT - _

Copia dr'a la solicitud en espafiol, Ial co*no fue presentada inicialmente {capfiulo descriptivo,
{
reivindiclatorm, fesumen).

3

- [X]
D Dibujos %Je ser estos pertinentes: I
(X

_—

Comp(obante de pago de las tasas establecidas (de serel caso formato ce descuen(‘o)

4 Comp!ota F/T : : - Incompleta lj '
— f\&" ——— [ pleta o

3

—

DISENO INDUSTRAL - [] A 119 Decision 486/00)

‘\\‘\' — T I [ —
E:l . Indicacisn que se solicita Disefig mdustrlrdl o
! ki i
|

u . i .
l Datos de iden: tificacion del sohouance ¢ dz la persona due presenta la solicityg

[

|

| |

I D Rep.resen,amon graﬁca y Torograﬂca del Disefio industrial o
|

t

Mmuestra del materia| que incorpora el
fa | !
: disefo : _
‘ Comprobcnte de pago de |as tasas ebtabchidas .
Cornpleta L] ‘ ' Incompleta l |
\\5\(\“\—"—‘\ H‘“‘—K"“ -
; !
ESQUEMA DE TRAZADO : I : (Art. 92 Decisién 486/00)

— ;_‘M“;ﬁ‘_“ﬁ_-;hﬁf*‘hﬁﬁﬁﬁh‘;‘ﬁ“ﬁM_ _
l ' D indicacion que se solicita yn esquema de {razade ' :
: , ’ Datos d< ldenrmoamor‘ del sohcuan“ ) du la persona que presenta la salicitud
i
|
; . rj Repr esanlacrm gréfica de un esquema dn trazado !
I 1 |
: r” “1 Com p.obqnte de pago de las tzsas establecidas ' !
; L |-
H N ¢ R
f Complea f ] : lncompieta D f
S S S — ]
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
RELACION DE ANEXOS

S U R A Tor o G N A
Dependencia Fecha: / / / Recorrido’
. AAAA MM DD
Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: .0 Traslado: o ¢ Convenio: O
Radicador Planilia:
Y \) B
. L . Jacl ofe
0 No. Radicacion Consecutiva item ttem Ynid ad/
- . Conservacion
. . 1 Ralsa
- . —
2 2 Cais
3 . 3 Litro
4 4 Sobre
) \ — ! ‘ X \ g z i A Tomo
T J vy ¥
6 [ Otra
7 Item Soporte Documental
8 7 co /
a 8 Disquete
10 9 DVD
11 . 10 Folleto
12 11 Folo
13 12 Periodico
14 13 Piano
15 14 Punticacion Perodiua
5 19 uss
17 1Q Otro J
»
Observaciones:
1
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j
i(
‘ . :
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" v
- 3 .
i
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PAGINA 1
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ESCRITURA PUBLICA NUMERQA - - - -

TRESCIENTOS VEINFIUNO (321).— - ='= - = = ~ -}
En la ciudad de Bogota, Distrito.
Capital, Republica c/ie Colombia, a los: |

/ i
, f;;/.wli

\\\\

{ \1\1

“hl'

|

Veintitres - — - (23) dfas del meS de / -

Marzo — — — — — del afioc dos mil siete

(2007), ante mi, MARIA EUGENIA ROJAS DE /

f\j‘o&) URUETA — = = = = = = = = — = NOTARIA(O) VEINTISIETE (27) DEL
oy

QQQ @\RCULO DE BOGOTA, - - -se otorg¢ la escritura pablica que s0
D

-&% consigna en los siguientes tErminos: ——--------==rmsmmmmmonmomooo oo

Compalecxo CARLOS REINALDO OLARTI: GARCIA mayor dds |

edad vecino de ésta c1udad 1dent1f1cado con la ce_dula

PéRIMERO.— Que presenta para éu'protocolizacién y custodia ejn; A

l@s archivos de ésta notarfa, bajo el ntimero y lugar que a sty
escritura corresponda, en seis (6) folios autenticados, ei.po'der ;\
5151'; traducciones el cual del siguiente tenor: ------=---mmmooococwwmnn-
PODER GENERAL, - =mmmm oo m o oo oo oo oo ‘

]:ﬂ SUSCTltO, PFIZER INC, domiciliado en 235 East 49nd Sllee’c
NeW,Y6r1<, New York 10017, USA, nombramds por el presente
Oétol”g’l a Olarte Raisbeck & Frieri Ltda. con oficinas en el World '
Trade Centei— Torre A, Calle 100 No. 8-37, piso 10, Bogota D.C:
n;uestro;s i 1epresentantes legales con facultades para recibir
ufot_ifj(:ajciones y nombrar apoderados judiciales o 'ex'trajildi,'ci.nles: :

en materia de patentes, los cuales quedan a su vez facultados para

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




PAGINA 2

:Q-_'naturaleza, mstaurar Cancelacmnes y amparos admmlstratlvos;

.represenlarnos ante las autorldades de cualquier ]erarqula de fa |

.'.'-'R’epublica de Colombla, la Republlca de Bollwa, la Repubhca d

T

:EIV_Ecuador la Republlca del Peru .y Ila Republlca Bollvarnna “de |

'Venezuela, ya sean admmlstratlvas, Judlcmles 0 de pOllCla par.:_a_.

ﬁ'."mlcmr ante dlchas autondades todas las acc1011es necesarlas par__a

'cumphr con el Db]eto mdlcado d mtervemr en todas las mstancms,

'_grados etapas ' procesales, e}evar y tramltar sohc1tudes,
fg 'declaracmnes y 1ec1amos para demandar reconvenir, conteslar
demandas y reconvencxones, formular descrlpuones enmlendas,' :

oposmiones Y. todo tlpO de lmpugnacmnes y ebcrllos de cu’slquler

éabonar todos los 1mpuestos Y. cuotas y. efectuar cuqlquler otrp_

.'pago deternunado por la Ley,' rec1b1r todos los documentos y

:;v.alores _m_iervemr Como demandantes o demandados ante losl
;.]ﬂueces que s.éan competentes, ' pudlendo .solicihr medldas
:r.cautelares de cualquler naluraleia, conc111ar, transal, someter ‘a
::l.'"_bllros deswurse dela pretensmn y/o __el__ procedmuento,_
:é_:-_'al.l.anarse a la pretensmn .permblr, ratlflcar los actos }umdlcos
‘5*;-'pr0cesqles suscrltos con anteriorldad al otorgamlento y/o
i :.__EI_:presentacwn :del presente poder sustltulr 0 delegal la
irepresentacmn procesal Y . los demas actos que exprese ld ley, :con: '
-i’todas ';'Ias demas facultades que resulten ~nhecesarias; Elenaf
5_'-cua1esqu1era otros requlsltos y tomar en fln, todas las : medldas
i 'que creyeren conducentes al resguardo de nuestros mteieseé.u-}— !
'-Flrma (ileglble) Gregg C Benson, Assmtant General Counse:l S _
' Fecha 20 February 20{}7 e :____'._.,_-}_______”____________;__ ..
Cludad Groton, Connectlcut 06340 USA. .."._____--%__,..H__-____._'-..n__;__ )
.E-'CERTIFICACION NOTARIAL ---oroomeeee S S |

| En esta feChaf T “ |
_.._.el Notarlo Publico suscrlto certiflca .“'“—"""'."_“";"".f‘“ ——————— .~~~~'~-4;——-;-
'-."Que GR]:GG C. BFNSON ‘mayor y domiciliado PFIZER wai
-EASTERN POINT ROAD GROTON CONNECTICUT 06340 USA

.




NOTARIO PUBLICO

(HAY SELLO ADHERIDO)
APOSTILLE
_ (Convencmn de la Haya, Octubre 5, 1961) L
_ _ REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL:NQRTE ﬁ
1. PAIS: | Reino Unido de Gran Bretafia e iflanda del Norte : 2
ESTE DOCUMENTO PUBLICO

2. HA SiDO FIRMADO POR STEPHEN DAVID FINN
3. ACTUANDO EN SU CALIDAD DE NOTARIO PUBLIC
4. LLEVA EL SELLOIESTAMPILLA DE DICHO NOTARIO PUBLICO

CERTIFICADO
5 EN LQNDRES

6. EL DIA FEBRERO 27, 2007
7.POR EL SECRETARIO PRINCIPAL. DE ESTADO DE SU MAJESTAQPAR&; =/
ASUNTOS EXTERIORES Y DE LA COMUNIDAD.

§
8.NR. H303068 JE
9. SELLO/ESTAMPILLA i 's
10. FIRMADO i &

: 0. WILLIAM o o
~ (HAY FIRMA) f'

Si este documento va a ser usado en un pais no miembro de la Convencién dé La
Haya de Octubre 5, 1961 debe ser presentado ante la seccién consular de la misién
representante de ese pais. Una apostila o cerificado de legalizacién solamente
confirma que la firma, sello o estampilla en el documento es -auténtica. No significa que
el contenido del documento sea correcto o que la Oficina de Extranjeria de la 1\
Comumdad apruebe el contenido. _ _ [

- Maria Eugania

CERTIFECADO DE AUTENTICIDAD El suscrito Traductor e Interprete Oficial juramentado y debldamenle
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, con el presente certifica * que esta es una traduccion
auténtica, verdadera y precisa al ldioma Castellano, del documento en Inglés, anexo.

FIDEL ANTONIO MURCIA MURCIA
Traductor & Interprete Oficial

Resolucmn No. 488/94 Ministerio de Justicia /E%Qe / ,j\ /V}’LLUU/@(




i 5'(HAY FIRNIA)
ERSN E STEPHEN FINN

BOGOTA DC. MARZO 12 2007

: _ TRADUCCION OF[C[AL LEGALIZACIONES EN PODEF_

(VERIFIQUE ANTES DE PROCEDER)

NOTA DE TRADUCCION SE TRATA DE UN PODER CONFER%DO P(
A OLARTE RAISBECK & FRIERK LTD DE FECHA FEB 20- 2007
GROTON CONNECTICUT USA EN lDIOMA CASTELLANO E

R PF!ZER INC
SUSCRITO EN-
iNGLES CON

CERTlFICAClON NOTARIAL TAMBIEN EN INGLES Y CASTELLANO Y
b CERTIFICAC!ON NOTARIAL YAPOST!LLE iN ID!OMA INGLES CUYA TRADUCCION

e ES LA SIGUIENTE

o SE !NFORMA QUE YO, STEPHEN DAVID FINN. DE 31 AMERSHAM HlLL DRIVET

G ;HIGH WYCOMBE BUCKINGHAMSHiRE REINO  UNIDO, NOTARIO
= -AUTOR!ZADO

_c:_Er’_a___T;_F;éo SQ;,AMENTE ‘QUE EL DOCUMENTO ANEXO AL PRESEN

| PODER, firmado_por Gregg C Benson

DEBiDAMEN.T_E o

TE TITULADO, |

En este dla ha SIdO presentado a mt por Serwcnos Consulares Blalr en nor_n_bre '

de su chente Pfi zer y “que dichos: ‘Servicios Consulares Blair- han man fe_stadd

- ante ‘mi medlante tal presentacnon que su mencaonado cllente ha man festado:

L ante ellos que e1 documento anexo es un documento ongmal autentlco

FIRMADO y sellado en 31 Amersham Hill. Dr:ve antes mencaonado el 23 de

WTE W
o“i kp_g‘%

& .
DA AL
3 B\

z MlNJUSTlCIA .= .
C . oy r

&t . H
l's NrE

SRESOLUCION A88/94 Zih:




BEIT KNOWN that I, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive
High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public :

CERTIFY only that the document annexed hereto, namely:

'GENERAL POWER signed by Gregg C. Benson.

has thls day been presented to me by Blair Consular Services on behalf of

their client Pfizer, and that the said Blair Consular Services have represented
to me by such presentation that their said client has represented to them that
the annexed document is an authentic original document:

SIGNE?Z) and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 23 February
2007.

Stephen Finn
Notary Public

é )’%ctf‘g (:.g

y




APOSTILLE

. ?_([rlagua%_.C.c;11vcniio;1 af S October 1961 { Convention de La Haye (ll..l.5 actobre 1961 )I

- UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND ~ -
Cjount[).f: nited Kingdom-ol'Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uxi de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord
_'l':hi_s public document / Le présent acte public :

Has been signed by . Stephen David Finn
a.€1¢ signé par S e Sl
Acting inthe capacity of : Natary Public

agissant en qualité de

i . Bears the seal/stamp of © The Said Notary Public
est revéti du sceawtimbre de

ThEm e : Cerlified/Attesté
avLoridon/a Londres © . 6. thefle’ 27 February 2007

b;.y=He.r;_Maje:5_1_y.'g; P({ﬁ;:ipai Secyetary of State for Foreign and.Commonwealth Affairs f
-par le Secretaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonweaith. -

© H303068

10. Signature: O Williams

For the Secretaiy of State / Pour te Secrétaire ¢ Tulal

If this document is to be used in a country which is not party te the Hague Convention of 5 Octob
1961, it should be presented to the consular section of the mission representing that country. An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine, It does not mean that the contents of the document are correct or that the Foreign &

L Comunonwealth Office approves.of the contents. . .




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

General Power

~ The undersi gned

Poder General

El suscrito,

PFIAER INC.

domiciled in

domiciliado en

235 Fast 42" Street, New York, New York 10017 USA

hereby appomt Olarte Raisbeck & Frieri Lida. with
offices in the World Trade Center — Torre A, Calle
100 No. 8A-37,: Piso 10, Bogota D.C,
representatives with faculties to receive notifications
and to appoint judicial ‘or extrajudicial agents in
patent matters, who at the same time have the faculty
to represent us before the administrative, judicial or
police authorities of any hierarchy of the Republic of
Colombia, the Republic of Bolivia, the Republic of
Ecuador, the Republic of Peru, and the Bolivarian
Republic of Venezuela, to initiate before said
authorities all the ‘necessary actions to accomplish
said purposes iand to intervene in all instances,
grades and procedural levels; to file and prosecute
applications, declarations, complaints, to claim,
counterclaim, answer claims and counterclaims; to
draw up specifications; to make amendmerits;
oppositions and all types: of objections and writings
of any nature; cancellations and administrative
injunction pmc%edings to pay all installments and
effect all other payments prescribed by law; to
receive documents and monies; act as COI’]’]p]d]Tldl'itS
as well as defendants before the competent judges,
with full powers to request preliminary injunctions
of any nature, settle, make arrangements, to submit
to arbitrators, to desist from claims or procedures, to
accept claims, {o collect, 'to ratify legal proceedings
subscribed  before  the  appointment  and/or
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4-1BB BINDING MOLECULES

FIELD OF THE INVENTION
The present disclosure relates to antibodies, and particularly antibodies that bind
to human 4-1BB.

BACKGROUND

4-1BB (also referred to as CD137, TNFRSF9, etc) is a transmembrane protein of
the Tumor Necrosis Factor receptor superfamily (TNFRS). Current understanding of 4-
1BB indicates that expression is generally activation dependent and is present in a
broad subset of immune cells including activated NK and NKT cells, regulatory T cells,
dendritic cells (DC), stimulated mast cells, differentiating myeloid cells, monocytes,
neutrophils, and eosinophils (Wang, 2009, Immunological Reviews 229: 192-215). 4-
1BB expression has also been demonstrated on tumor vasculature (Broll, 2001, Amer. J
Clin. Pathol. 115(4):543-549; Seaman, 2007, Cancer Cell 11: 5639-554) and at sites of
inflamed or atherosclerotic endothelium (Drenkard, 2007 FASEB J. 21: 456-463;
Olofsson, 2008, Circulation 117: 1292-1301). The ligand that stimulates 4-1BB, i.e., 4-
1BB Ligand (4-1BBL), is expressed on activated antigen-presenting cells (APCs),
myeloid progenitor cells, and hematopoietic stem cells.

Human 4-1BB is a 255 amino acid protein (Accession No. NM_001561;
NP_001552). The complete human 4-1BB amino acid sequence is provided in SEQ ID
NO:68. The protein comprises a signal sequence (amino acid residues 1-17), followed
by an extracellular domain (169 amino acids), a transmembrane region (27 amino
acids), and an intracellular domain (42 amino acids) (Cheuk ATC et al. 2004 Cancer
Gene Therapy 11: 215-226). The receptor is expressed on the cell surface in monomer
and dimer forms and likely trimerizes with 4-1BB ligand to signal.

Numerous studies of murine and human T cells indicate that 4-1BB promotes
enhanced cellular proliferation, survival, and cytokine production (Croft, 2009, Nat Rev
Immunol 9:271-285). Studies have indicated that some 4-1BB agonist mAbs increase
costimulatory molecule expression and markedly enhance cytolytic T lymphocyte
responses, resulting in anti-tumor efficacy in various models. 4-1BB agonist mAbs have
demonstrated efficacy in prophylactic and therapeutic settings. Further, 4-1BB
monotherapy and combination therapy tumor models have established durable anti-
tumor protective T cell memory responses (Lynch, 2008, Immunol Rev. 22: 277-286). 4-

1BB agonists also have been shown to inhibit autoimmune reactions in a variety of art-
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recognized autoimmunity models (Vinay, 2006, J Mol Med 84:726-736). This dual
activity of 4-1BB offers the potential to provide anti-tumor activity while dampening
autoimmune side effects that can be associated with immunotherapy approaches that
break immune tolerance.

There is a long-felt unmet need for antibodies that bind human 4-1BB, increase a
4-1BB-mediated response, and thereby provide a potential therapeutic for treatment of
various diseases and conditions, including cancer.

SUMMARY

It is an object of the disclosure to provide an isolated binding molecule that binds
to human 4-1BB, such as an antibody or a binding fragment thereof, or derivative
thereof. It is another object of the disclosure to provide a composition comprising a
binding molecule that binds to 4-1BB. It is also an object of the present disclosure to
provide methods for treating a disease and/or condition associated with or mediated by
4-1BB signaling by using one or more binding molecules of the disclosure. These and
other objects of the disclosure are more fully described herein.

In some aspects, the disclosure provides isolated antibodies that bind to human
4-1BB.

In one particular aspect, the isolated antibody binds human 4-1BB at an epitope
comprising amino acid residues 115 — 156 of SEQ ID NO: 68. In some particular
embodiments, the antibody comprises the H-CDR1 amino acid sequence of SEQ ID
NO: 29, H-CDR2 amino acid sequence of SEQ ID NO: 30, and H-CDR3 amino acid
sequence of SEQ ID NO: 31. In other particular embodiments, the antibody comprises
the L-CDR1 amino acid sequence of SEQ ID NO: 34, L-CDR2 amino acid sequence of
SEQ ID NO: 35, and L-CDR3 amino acid sequence of SEQ ID NO: 36.

In another particular aspect, the isolated antibody binds human 4-1BB with a Kp
of 600 nM or less, 100 nM or less, 50 nM or less, 10 nM or less, 5 nM or less, or 1 nM or
less, for the human 4-1BB extracellular domain as measured with the BIACore assay
described in this disclosure.

In another particular aspect, the isolated antibody comprises: (a) an H-CDR1 as
set forth in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:15, or SEQ ID NO:29; (b) an H-CDR2 as set forth
in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:16, or SEQ ID NO:30; and (¢) an H-CDR3 as set forth in
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO: 17, or SEQ ID NO:31.

In another particular aspect, the isolated antibody comprises:: (a) an L-CDR1 as
set forth in SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 20, or SEQ ID NO:34; (b) an L-CDR2 as set forth
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in SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:21, or SEQ ID NO:35; and (¢) an L-CDR3 as set forth in
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO: 55.

In a further aspect, the isolated antibody comprises: (a) an H-CDR1 as set forth
in SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:15, or SEQ ID NO:29; (b) an H-CDR2 as set forth in SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:16, or SEQ ID NO:30; and (¢) an H-CDR3 as set forth in SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO: 17, or SEQ ID NO:31; and further comprises: (d) an L-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 20, or SEQ ID NO:34; (e) an L-CDR2 as set forth in
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:21, or SEQ ID NO:35; and (f) an L-CDRS as set forth in SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO: 55.

In some further particular aspects, the isolated antibody, is selected from the
group consisting of:

(a) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising: an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:1, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:2, and an H-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:3;

(b) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:15, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:16, and an H-CDR3 as
set forth in SEQ ID NO:17, and

(¢) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:29, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:30, and an H-CDRS as
set forth in SEQ ID NO:31.

In some further aspects, the disclosure provides an isolated antibody, or antigen-
binding portion thereof, that specifically binds human 4-1BB, wherein said antibody or
antigen-binding portion is selected from the group consisting of:

(a) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an L-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:6, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:7, and an L-CDRS3 as set
forth in SEQ ID NO:8.

(b) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an L-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:20, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:21, and an L-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:22.

(c) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an L-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:36; and
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(d) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an L-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:55.

In some further particular aspects, the isolated antibody is selected from the
group consisting of:

(a) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising: an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:1, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:2, an H-CDR3 as set forth
in SEQ ID NO:3; an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:6, an L-CDR2 as set forth in
SEQ ID NO:7, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:8;

(b) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:15, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:16, an H-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:17; an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:20, an L-CDR2 as set
forth in SEQ ID NO:21, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:22.

(¢) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:29, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:30, an H-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:31; an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set
forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDRS as set forth in SEQ ID NO:36; and

(d) an antibody or antigen-binding portion thereof, comprising an H-CDR1 as set
forth in SEQ ID NO:29, an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:30, an H-CDR3 as set
forth in SEQ ID NO:31; an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set
forth in SEQ ID NQ:35, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:55.

In a further particular aspect, the isolated antibody comprises a Vi chain amino
acid sequence as set forth in SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:32, and SEQ
ID NO:43 .

In a further particular aspect, the isolated antibody comprises a V| chain amino
acid sequence as set forth in SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:37, SEQ ID
NO:45, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:60, or SEQ ID NO:64 .

In a further particular aspect, the isolated antibody comprises a Vy domain amino
acid sequence as set forth in any one of SEQ ID NOs:4, 18, 32, and :43, and further
comprises a V| domain amino acid sequence as set forth in any one of SEQ ID NOs:9,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 56, SEQ
ID NO: 60, and SEQ ID NO: 64 .

In a further particular aspect, the isolated antibody is selected from the group

consisting of:
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(a) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:4 and a V_ chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:9;

(b ) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:18 and a V. chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:23;

(¢) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:32 and a V| chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:37 or SEQ ID
NO 56; and

(d) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:43 and a V| chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO: 60, or SEQ ID NO: 64.

In a still further particular aspect, the isolated antibody provided by the present
disclosure comprises a Vy chain that is encoded by (i) a nucleic acid sequence
comprising SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:47, or (ii)a
nucleic acid sequences that hybridizes under high stringency conditions to the
complementary strand of SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:39, or SEQ ID
NO:47.

In a still further particular aspect, the isolated antibody comprises a V| chain that
is encoded by (i) a nucleic acid sequence comprising SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:62, or SEQ
ID NO:66, or (ii)a nucleic acid sequences that hybridizes under high stringency
conditions to the complementary strand of SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:40, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:62, or SEQ ID
NO:66.

In a further particular aspect, there is provided an isolated antibody that
competes, and/or cross-competes for binding to human 4-1BB with an illustrative
antibody selected from MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR 7483, MOR-7483.1, or MOR-7483.2.

In a further particular aspect, there is provided an isolated antibody that binds to
the same epitope on human 4-1BB as any of the antibodies disclosed herein. In some
embodiments, the disclosure provides an isolated antibody that binds to the same
epitope on human 4-1BB as an illustrative antibody selected from MOR-6032, MOR-
7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR 7483, MOR-7483.1, or MOR-
7483.2.
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In a further particular aspect, the present disclosure provides an isolated antibody
that binds human 4-1BB, comprising a heavy chain variable region that is the product of,
or derived from, a human Vy 3-23 gene, V4 1-69 gene, or Vy 5. In another particular
aspect the present disclosure provides an isolated antibody that binds human 4-1BB,
comprising a light chain variable region that is the product of, or derived from, a human
VL A3 or AM-13 gene.

In some embodiments, the isolated antibodies described herein have one or
more of the following properties or characteristics:

a) specifically bind to human 4-1BB;

b) bind to human and cynomolgus 4-1BB,;

¢) bind to human 4-1BB or cynomolgus 4-1BB but not rat, or mouse 4-1BB;

d) are an 1gG, such as IgG1, 1gG2, 1gG3, or IgG4; and

e) are human antibodies, or humanized antibodies.

In some other aspects, the present disclosure provides an antigen-binding portion
of any of the antibody provided by the present disclosure. In some embodiments, the
antigen-binding portion is Fab or scFv fragment.

In some further aspects, the present disclosure provides a derivative of any of the
antibodies provided by the present disclosure.

In some other aspects, the disclosure provides an isolated nucleic acid that
encodes a Vy chain of an antibody or antigen-binding portion thereof that bind human 4-
1BB, which is selected from the group consisting of:

(i) a nucleic acid sequence that encodes a Vy chain amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:32, or SEQ ID NO:43;

(i) @ nucleic acid sequence as set forth in SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:25, SEQ
ID NO:39, or SEQ ID NO:47; or

(iii) a nucleic acid sequence that hybridizes under high stringency conditions to
the complementary strand of a nucleic acid sequence as set forth in SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:39, or SEQ ID NO:47.

In some other aspects, the disclosure provides an isolated nucleic acid that
encodes a V| chain of an antibody or antigen-binding portion thereof that binds human
4-1BB, which is selected from the group consisting of:

(i) a nucleic acid sequence that encodes a V| chain amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:51,
SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:60, or SEQ ID NO:64;
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(i) @ nucleic acid sequence as set forth in SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:26, SEQ
ID NO:40, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO: 62, or SEQ ID
NO:66; or

(ii) a nucleic acid sequences that hybridizes under high stringency conditions to
the complementary strand of a nucleic acid sequence as set forth in SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO: 62, or SEQ ID NO:66.

In some further aspects, the disclosure provides a vector comprising any of the
nucleic acids described herein. In a still further aspect, the disclosure provides a host
cell comprising any of the vectors described herein. Such host cells can be bacterial or
mammalian.

In some further aspects, the disclosure provides a pharmaceutical composition
comprising any of the antibodies, antigen-binding portions thereof, or a derivative
thereof, and a pharmaceutically acceptable carrier.

The disclosure further provides methods for treating abnormal cell growth in a
subject in need thereof, comprising administering to the subject an effective amount of a
binding molecule of the disclosure or pharmaceutical composition described herein.
The disclosure further provides methods of reducing tumor cell metastasis in a subject,
comprising administering to said subject an effective amount of a binding molecule, or
pharmaceutical compositions described herein.

In a further aspect, the disclosure provides a use of any of the binding molecules,
or a pharmaceutical composition described herein, for the manufacture of a medicament
for the treatment of abnormal cell growth in a subject in need thereof. In a further
aspect, the disclosure provides a binding molecule, or a pharmaceutical composition, as
described herein, for use in the treatment of abnormal cell growth in a subject in need
thereof. In a yet further aspect, the disclosure provides a binding molecule, or a
pharmaceutical composition, as described herein, for use in the treatment of tumor cell
metastasis in a subject in need thereof. In a still further aspect, the disclosure provides
a use of any of the binding molecules, or a pharmaceutical composition described
herein, for the manufacture of a medicament for the treatment of tumor cell metastasis

in a subject in need thereof.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 is four column graphs showing the mean fluorescence intensity of
unstimulated (black) and PHA stimulated (light grey) primary PBMC from human (upper
left), cynomolgus (upper right), dog (lower left), and rat (lower right) incubated with the
indicated 4-1BB antibody or control antibody conjugated to Alexafluor 647. The panel
demonstrates binding to human and cynomolgus PBMC stimulated with PHA.

Figure 2 is two line graphs showing luciferase reporter activity in 4-1BB
expressing 293T cells that have been stimulated with several concentrations of 4-1BB
specific mAb or isotype control mAb. The left panel demonstrates reporter activity in
cells that express cynomolgus 4-1BB. The right panel demonstrates activity in cells that
express human 4-1BB. The data is expressed as fold stimulation above isotype control.

Figure 3 (3A and 3B) are line graphs showing the concentration of human IL-2
present in cell culture media following 72 hours of stimulation of human T cells with anti-
CD3 and several concentrations of 4-1BB antibodies. Each panel (A and B) represents
an individual donor.

Figure 4 is a scattergram showing the expansion of human peripheral blood
mononuclear cells in mice that have been treated with 4-1BB mAb or isotype control
mAb. Data is expressed as the percentage of cells expressing human CD45 in the
peripheral blood of individual NSG mice on study days 24-28 that had been injected with
six million human peripheral blood mononuclear cells on day 0 and injected with 1
mg/kg 4-1BB mAb or isotype control mAb on day 9. Statistical significance was
determined using a two tailed Mann-Whitney test * p<0.05, ** p<0.005. No HBPT refers
to animals that were not injected with human cells.

Figure 5 is two column graphs showing the change in proliferating CD8 central
memory T cells at several time points following administration of 4-1BB mAb in
cynomolgus monkeys. Data is shown as columns representing individual animals
designated as (dose level-animal number) and is represented as intra-animal change in
the number of Ki-67+ cells relative to pre study number {[(#Ki-67+ cells on indicated
study day - #Ki-67+ cells at pre dose)/#Ki-67+ cells at pre dose]*100}. CD8 central
memory cells were identified as CD3+, CD8+, CD28+ and CD95+.

Figure 6 are line graphs showing the growth of tumors injected subcutaneously

with tumor cells (PC3, left panel; LOVO, right panel) and human peripheral blood
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mononuclear cells on study day 0. Mice were injected with 10 mg/kg of the indicated 4-
1BB mAbs on day 0.

Figure 7 Left panel is a scattergram showing the percentage of PBMC that are
positive for both the T cell surface marker CD8+ and have incorporated the BrdU
nucleoside analog following treatment of 4-1BB knock in mice with 4-1BB mAb or
vehicle control. The right panel is a line graph showing the growth of murine melanoma
tumors injected subcutaneously into 4-1BB knock in mice and treated with the indicated
concentration of 4-1BB mAb.

Figure 8 shows alignments of Amino Acid Sequences of the heavy Chain
Variable Regions and Light Chain Variable Regions (with CDRs underlined) with

Relevant Germline Sequences.

DETAILED DESCRIPTION
A. DEFINITIONS

Unless otherwise defined herein, scientific and technical terms used in
connection with the present disclosure shall have the meanings that are commonly
understood by those of ordinary skill in the art. Further, unless otherwise required by
context, singular terms shall include pluralities and plural terms shall include the
singular. Generally, nomenclatures used in connection with, and techniques of, cell and
tissue culture, molecular biology, immunology, microbiology, genetics and protein and
nucleic acid chemistry and hybridization described herein are those well known and
commonly used in the art.

As used herein, each of the following terms has the meaning associated with it in
this section.

The term “4-1BB antibody” refers to an antibody, as defined herein, capable of
binding to human 4-1BB receptor.

The terms "4-1BB” and “4-1BB receptor” are used interchangeably in the present
application, and include the human 4-1BB receptor, as well as variants, isoforms, and
species homologs thereof. Accordingly, a binding molecule, as defined and disclosed
herein, may also bind 4-1BB from species other than human. In other cases, a binding
molecule may be completely specific for the human 4-1BB and may not exhibit species

or other types of cross-reactivity.
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The articles “a” and “an” refer to one or to more than one (i.e., to at least one) of
the grammatical object of the article. By way of example, “an element” means one
element or more than one element.

The term “agonist” refers to a binding molecule, as defined herein, which upon
binding to 4-1BB, (1) stimulates or activates 4-1BB, (2) enhances, increases, promotes,
induces, or prolongs an activity, function, or presence of 4-1BB, or (3) enhances,
increases, promotes, or induces the expression of 4-1BB.

The term "amino acid" refers to naturally occurring and synthetic amino acids, as
well as amino acid analogs and amino acid mimetics that function similarly to the
naturally occurring amino acids. Naturally occurring amino acids are those encoded by
the genetic code, as well as those amino acids that are later modified, e.g.,
hydroxyproline, gamma-carboxyglutamate, and O-phosphoserine. The term "amino acid
analogs” refers to compounds that have the same basic chemical structure as a
naturally occurring amino acid but the C-terminal carboxy group, the N-terminal amino
group, or side chain functional group has been chemically modified to another functional
group. The term "amino acid mimetics” refers to chemical compounds that have a
structure that is different from the general chemical structure of an amino acid, but that
functions similarly to a naturally occurring amino acid.

The term “antibody” is an art-recognized term and refers to an antigen-binding
protein (i.e, immunoglobulin) having a basic four-polypeptide chain structure consisting
of two identical heavy (H) chains and two identical light (L) chains. Each L chain is
linked to an H chain by one covalent disulfide bond, while the two H chains are linked to
each other by one or more disulfide bonds depending on the H chain isotype. Each
heavy chain has, at the N-terminus, a variable region (abbreviated herein as V)
followed by a constant region. The heavy chain constant region is comprised of three
domains, Cn1, Chz and Cus. Each light chain has, at the N-terminus, a variable region
(abbreviated herein as V) followed by a constant region at its other end. The light chain
constant region is comprised of one domain, C.. The V_ is aligned with the Vy and the
C_ is aligned with the first constant domain of the heavy chain (CH1). The pairing of a Vy
and V| together forms a single antigen-binding site. An IgM antibody consists of 5 of the
basic heterotetramer units along with an additional polypeptide called J chain, and
therefore contains 10 antigen binding sites, while secreted IgA antibodies can
polymerize to form polyvalent assemblages comprising 2-5 of the basic 4-chain units

along with J chain.
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The Vy and V| regions can be further subdivided into regions of hypervariability,
termed complementarity determining regions (CDR), interspersed with regions that are
more conserved, termed framework regions (FR). The CDR regions can be determined
using the Kabat or Chothia numbering systems, both of which are well known to those of
skill in the art. See, e.g. Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services,
NIH Publication No. 91-3242; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).
Each Vy and V_ is composed of three CDRs and four FRs, arranged from amino-
terminus to carboxy-terminus in the following order: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FRS,
CDR3, FR4. Throughout the present disclosure, the three CDRs of the heavy chain are
referred to as H-CDR1, H-CDR2, and H-CDR3. Similarly, the three CDRs of the light
chain are referred to as L-CDR1, L-CDR2, and L-CDR3. The variable regions of the
heavy and light chains contain a binding domain that interacts with an antigen. The
constant regions of the antibodies may mediate the binding of the immunoglobulin to
host tissues or factors, including various cells of the immune system (e.g., effector cells)
and the first component (Clg) of the classical complement system. Within light and
heavy chains, the variable and constant regions are joined by a “J” region of about 12 or
more amino acids, with the heavy chain also including a “D” region of about 10 or more
amino acids. See generally, Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2" ed.
Raven Press, N.Y. (1989)).

The L chain from any vertebrate species can be assigned to one of two clearly
distinct types, called kappa and lambda, based on the amino acid sequences of their
constant domains. Depending on the amino acid sequence of the constant domain of
their heavy chains (CH), antibodies can be assigned to different classes or isotypes.
There are five classes of antibodies: IgA, IgD, IgE, 1gG, and IgM, having heavy chains
designated a (alpha), d (delta), € (epsilon), y (gamma), and y (mu), respectively. The
IgG class of antibody can be further classified into four subclasses 1gG1, 1gG2, 19G3,
and 1gG4 by the gamma heavy chains, Y1 — Y4, respectively.

The term “antibody derivative” or “derivative” of an antibody refers to a molecule
that is capable of binding to the same antigen (e.g., 4-1BB) that the antibody binds to
and comprises an amino acid sequence of the antibody linked to an additional molecular
entity. The amino acid sequence of the antibody that is contained in the antibody
derivative may be a full-length heavy chain, a full-length light chain, any portion or

portions of a full-length heavy chain, any portion or portions of the full-length light chain
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of the antibody, any other fragment(s) of an antibody, or the complete antibody. The
additional molecular entity may be a chemical or biological molecule. Examples of
additional molecular entities include chemical groups, amino acids, peptides, proteins
(such as enzymes, antibodies), and chemical compounds. The additional molecular
entity may have any utility, such as for use as a detection agent, label, marker,
pharmaceutical or therapeutic agent. The amino acid sequence of an antibody may be
attached or linked to the additional molecular entity by chemical coupling, genetic fusion,
noncovalent association, or otherwise. The term “antibody derivative” also
encompasses chimeric antibodies, humanized antibodies, and molecules that are
derived from modifications of the amino acid sequences of a 4-1BB antibody, such as
conservation amino acid substitutions, additions, and insertions.

The term "antigen-binding fragment" or “antigen binding portion” of an antibody
refers to one or more portions of an antibody that retain the ability to bind to the antigen
that the antibody bonds to (e.g., 4-1BB). Examples of "antigen-binding fragment" of an
antibody include (i) a Fab fragment, a monovalent fragment consisting of the V|, Vu, CL

and Cun1 domains; (i) a F(ab')2 fragment, a bivalent fragment comprising two Fab

fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; (iii) a Fd fragment consisting
of the Vi and Cx¢ domains; (iv) a Fv fragment consisting of the V. and Vydomains of a
single arm of an antibody, (v) a dAb fragment (Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)),
which consists of a V4 domain; and (vi) an isolated complementarity determining region
(CDR).

The term “binding molecule” encompasses (1) antibody, (2) antigen-binding
fragment of an antibody, and (3) derivative of an antibody, each as defined herein.

The term “binding 4-1BB,” “binds 4-1BB,” "binding to 4-1BB,” or “binds to 4-1BB”
refers to the binding of a binding molecule, as defined herein, to the human 4-1BB in an
in vitro assay, such as a BlAcore assay as described in Example 6, with an affinity (Kp)
of 500 nM or less.

The term “chimeric antibody” refers to an antibody that comprises amino acid
sequences derived from different animal species, such as those having a variable region
derived from a human antibody and a murine immunoglobulin constant region.

The term "compete for binding" refers to the interaction of two antibodies in their
binding to a binding target. A first antibody competes for binding with a second antibody
if binding of the first antibody with its cognate epitope is detectably decreased in the

presence of the second antibody compared to the binding of the first antibody in the
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absence of the second antibody. The alternative, where the binding of the second
antibody to its epitope is also detectably decreased in the presence of the first antibody,
can, but need not, be the case. That is, a first antibody can inhibit the binding of a
second antibody to its epitope without that second antibody inhibiting the binding of the
first antibody to its respective epitope. However, where each antibody detectably inhibits
the binding of the other antibody with its cognate epitope, whether to the same, greater,
or lesser extent, the antibodies are said to "cross-compete” with each other for binding
of their respective epitope(s).

The term "epitope” refers to a part of an antigen to which an antibody (or antigen-
binding fragment thereof) binds. Epitopes can be formed both from contiguous amino
acids or noncontiguous amino acids juxtaposed by tertiary folding of a protein. Epitopes
formed from contiguous amino acids are typically retained on exposure to denaturing
solvents whereas epitopes formed by tertiary folding are typically lost on treatment with
denaturing solvents. An epitope can include various numbers of amino acids in a unique
spatial conformation. Methods of determining spatial conformation of epitopes include,
for example, x-ray crystallography and 2-dimensional nuclear magnetic resonance. See,
e.g., Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris,
Ed. (1996). Once a desired epitope on an antigen is determined, antibodies to that
epitope can be generated, e.g., using the techniques described herein. The generation
and characterization of antibodies may also elucidate information about desirable
epitopes. From this information, it is then possible to competitively screen antibodies for
binding to the same epitope. An approach to achieve this is to conduct cross-
competition studies to find antibodies that competitively bind with one another, i.e., the
antibodies compete for binding to the antigen. A high throughput process for “binning”
antibodies based upon their cross-competition is described in PCT Publication No. WO
03/48731.

The term “germline” refers to the nucleotide sequences of the antibody genes
and gene segments as they are passed from parents to offspring via the germ cells.
The germline sequence is distinguished from the nucleotide sequences encoding
antibodies in mature B cells which have been altered by recombination and
hypermutation events during the course of B cell maturation.

The term “glycosylation sites" refers to amino acid residues which are recognized
by a eukaryotic cell as locations for the attachment of sugar residues. The amino acids

where carbohydrate, such as oligosaccharide, is attached are typically asparagine (N-
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linkage), serine (O-linkage), and threonine (O-linkage) residues. The specific site of
attachment is typically signaled by a sequence of amino acids, referred to herein as a
"glycosylation site sequence”. The glycosylation site sequence for N-linked glycosylation
is: -Asn-X-Ser- or -Asn-X-Thr-, where X may be any of the conventional amino acids,
other than proline. The terms "N-linked" and "O-linked" refer to the chemical group that
serves as the attachment site between the sugar molecule and the amino acid residue.
N-linked sugars are attached through an amino group; O-linked sugars are attached
through a hydroxyl group. The term “glycan occupancy” refers to the existence of a
carbohydrate moiety linked to a glycosylation site (i.e., the glycan site is occupied).
Where there are at least two potential glycosylation sites on a polypeptide, either none
(O-glycan site occupancy), one (1-glycan site occupancy) or both (2-glycan site
occupancy) sites can be occupied by a carbohydrate moiety.

The term “host cell” refers to a cellular system which can be engineered to
generate proteins, protein fragments, or peptides of interest. Host cells include, without
limitation, cultured cells, e.g., mammalian cultured cells derived from rodents (rats, mice,
guinea pigs, or hamsters) such as CHO, BHK, NSO, SP2/0, YB2/0; or human tissues or
hybridoma cells, yeast cells, and insect cells, and cells comprised within a transgenic
animal or cultured tissue. The term encompasses not only the particular subject cell
but also the progeny of such a cell. Because certain modifications may occur in
succeeding generations due to either mutation or environmental influences, such
progeny may not be identical to the parent cell, but are still included within the scope of
the term “host cell.”

The term “human antibody” refers to an antibody in which the entire amino acid
sequences of the light chains and heavy chains are from the human immunoglobulin
genes. A human antibody may contain murine carbohydrate chains if produced in a
mouse, in a mouse cell or in a hybridoma derived from a mouse cell. Human antibodies
may be prepared in a variety of ways known in the art.

The term “humanized antibody” refers to a chimeric antibody that contains amino
acid residues derived from human antibody sequences. A humanized antibody may
contain some or all of the CDRs from a non-human animal antibody while the framework
and constant regions of the antibody contain amino acid residues derived from human
antibody sequences.

The term “illustrative antibody” refers to any one of the antibodies described in
the disclosure and designated as MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1,
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MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1, and MOR-7483.2. These antibodies may be in
any class (e.g., IgA, IgD, IgE, 1gG, and IgM). Thus, each antibody identified above
encompasses antibodies in all five classes that have the same amino acid sequences
for the VL and Vy regions. Further, the antibodies in the 1gG class may be in any
subclass (e.g., 1gG1 1gG2, 19G3, and 1gG4). Thus, each antibody identified above in the
IgG subclass encompasses antibodies in all four subclasses that have the same amino
acid sequences for the V. and V4 regions. The amino acid sequences of the heavy
chain constant regions of human antibodies in the five classes, as well as in the four IgG
subclasses, are known in the art. As examples, the amino acid sequences of the
human 1gG1 and 1gG2 constant regions are provided in SEQ ID NOs: 69 and 71,
respectively. The amino acid sequence of the full length heavy chain for the 1gG2
subclass of each of the illustrative antibodies is provided in the disclosure.

The term “isolated antibody” or “isolated binding molecule” refers to an antibody
or a binding molecule, as defined herein, that: (1) is not associated with naturally
associated components that accompany it in its native state; (2) is free of other proteins
from the same species; (3) is expressed by a cell from a different species; or (4) does
not occur in nature. Examples of isolated antibodies include a 4-1BB antibody that has
been affinity purified using 4-1BB, a 4-1BB antibody that has been generated by
hybridomas or other cell line in vitro, and a 4-1BB antibody derived from a transgenic
animal.

The term “isolated nucleic acid” refers to a nucleic acid molecule of genomic,
cDNA, or synthetic origin, or a combination thereof, which is separated from other
nucleic acid molecules present in the natural source of the nucleic acid. For example,
with regard to genomic DNA, the term "isolated" includes nucleic acid molecules which
are separated from the chromosome with which the genomic DNA is naturally
associated. Preferably, an "isolated" nucleic acid is free of sequences which naturally
flank the nucleic acid (i.e., sequences located at the 5' and 3' ends of the nucleic acid of
interest.

The term "k;” refers to the association rate constant of a particular antibody-
antigen interaction, whereas the term "ky” refers to the dissociation rate constant of a
particular antibody-antigen interaction.

The term “Kp” refers to the equilibrium dissociation constant of a particular
antibody-antigen interaction. It is obtained from the ratio of kq to ka (i.e,. ka/ka) and is

expressed as a molar concentration (M). Kp is used as a measure for the affinity of an
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antibody’s binding to its binding partner. The smaller the Kp, the more tightly bound the
antibody is, or the higher the affinity between antibody and the antigen. For example, an
antibody with a nanomolar (nM) dissociation constant binds more tightly to a particular
antigen than an antibody with a micromolar (uM) dissociation constant. Kp values for
antibodies can be determined using methods well established in the art. One method
for determining the Kp of an antibody is by using surface plasmon resonance, typically
using a biosensor system such as a Biacore® system. An assay procedure using the
BIACORE™ system (BlAcore assay) is described in the Examples section of this
disclosure.

The term “mammal” refers to any animal species of the Mammalia class. Examples
of mammals include: humans; laboratory animals such as rats, mice, simians and
guinea pigs; domestic animals such as cats, dogs, rabbits, cattle, sheep, goats, horses,
and pigs; and captive wild animals such as lions, tigers, elephants, and the like.

The term "monoclonal antibody” refers to an antibody obtained from a population
of substantially homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodies comprising the
population are identical except for possible naturally occurring mutations that may be
present in minor amounts. Monoclonal antibodies are highly specific, being directed
against a single antigenic site. Furthermore, in contrast to polyclonal antibody
preparations which include different antibodies directed against different determinants
(epitopes), each monoclonal antibody is directed against a single determinant on the
antigen. In addition to their specificity, the monoclonal antibodies are advantageous in
that they may be synthesized uncontaminated by other antibodies. The modifier
"monoclonal” is not to be construed as requiring production of the antibody by any
particular method. For example, the monoclonal antibodies may be prepared by the
hybridoma methodology or may be made using recombinant DNA methods in bacterial,
eukaryotic animal or plant cells (see, e.g., U.S. Pat. No. 4,816,567). Monoclonal
antibodies may also be isolated from phage antibody libraries using the techniques
described in Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) and Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581-597 (1991), for example.

The term “prevent” or “preventing,” with reference to a certain disease condition
in a mammal, refers to preventing or delaying the onset of the disease, or preventing the
manifestation of clinical or subclinical symptoms thereof.

The term "recombinant antibody" refers to an antibody that is prepared,

expressed, created or isolated by recombinant means, such as antibodies isolated from
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an animal that is transgenic for another species' immunoglobulin genes, antibodies
expressed using a recombinant expression vector transfected into a host cell, antibodies
isolated from a recombinant, combinatorial antibody library, or antibodies prepared,
expressed, created or isolated by any other means that involves splicing of
immunoglobulin gene sequences to other DNA sequences.

As used herein, "sequence identity" between two polypeptide sequences indicates
the percentage of amino acids that are identical between the sequences. The amino
acid sequence identity of polypeptides can be determined conventionally using known
computer programs such as Besffit, FASTA, or BLAST (see, e.g. Pearson, Methods
Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Altschul
et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul et al., Nucelic Acids Res. 25:3389-3402
(1997)). When using Bestfit or any other sequence alignment program to determine
whether a particular sequence is, for instance, 95% identical to a reference amino acid
sequence, the parameters are set such that the percentage of identity is calculated over
the full length of the reference amino acid sequence and that gaps in homology of up to
5% of the total number of amino acid residues in the reference sequence are allowed.
This aforementioned method in determining the percentage of identity between
polypeptides is applicable to all proteins, fragments, or variants thereof disclosed herein.

The term “specifically binds” or “specifically binds to,” in reference to the
interaction of a binding molecule, as defined herein, (e.g., an antibody) with its binding
partner (e.g., an antigen), refers to the ability of the binding molecule to discriminate
between an antigen of interest from an animal species and the antigen orthologue from
a different animal species under a given set of conditions. A 4-1BB binding molecule is
said to specifically bind to human 4-1BB if it binds to human 4-1BB at an EC50 that is
below 50 percent of the EC50 at which it binds 4-1BB of rat or mouse as determined in
an in vitro assay . Binding specificity of an antibody can be determined using methods
known in the art. Examples of such methods include FACS using PHA stimulated
primary cells, Western blots, ELISA-, RIA-, ECL-, IRMA-tests and peptide scans.

The term “selectively binds” or “selectively binds to,” in reference to the
interaction of a binding molecule, as defined herein, (e.g., an antibody) with its binding
partner (e.g., an antigen), refers to the ability of the binding molecule to discriminate
between an antigen of interest from an animal species (such as human 4-1BB) and a
different antigen from the same animal species (such as human CD40) under a given

set of conditions. A 4-1BB binding molecule is said to selectively bind to human 4-1BB
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if it binds to human 4-1BB at an EC50 that is below 10 percent of the EC50 at which it
binds to human CD40 or human CD134 as determined in an in vitro assay.

The term “treat’, “treating”, or “treatment’, with reference to a certain disease
condition in @ mammal, refers causing a desirable or beneficial effect in the mammal
having the disease condition. The desirable or beneficial effect may include reduced
frequency or severity of one or more symptoms of the disease (i.e., tumor growth and/or
metastasis, or other effect mediated by the numbers and/or activity of immune cells, and
the like), or arrest or inhibition of further development of the disease, condition, or
disorder. In the context of treating cancer in a mammal, the desirable or beneficial
effect may include inhibition of further growth or spread of cancer cells, death of cancer
cells, inhibition of reoccurrence of cancer, reduction of pain associated with the cancer,
or improved survival of the mammal. The effect can be either subjective or objective.
For example, if the mammal is human, the human may note improved vigor or vitality or
decreased pain as subjective symptoms of improvement or response to therapy.
Alternatively, the clinician may notice a decrease in tumor size or tumor burden based
on physical exam, laboratory parameters, tumor markers or radiographic findings. Some
laboratory signs that the clinician may observe for response to treatment include
normalization of tests, such as white blood cell count, red blood cell count, platelet
count, erythrocyte sedimentation rate, and various enzyme levels. Additionally, the
clinician may observe a decrease in a detectable tumor marker. Alternatively, other tests
can be used to evaluate objective improvement, such as sonograms, nuclear magnetic
resonance testing and positron emissions testing.

The term “vector” refers to a nucleic acid molecule capable of transporting a
foreign nucleic acid molecule. The foreign nucleic acid molecule is linked to the vector
nucleic acid molecule by a recombinant technique, such as ligation or recombination.
This allows the foreign nucleic acid molecule to be multiplied, selected, further
manipulated or expressed in a host cell or organism. A vector can be a plasmid, phage,
transposon, cosmid, chromosome, virus, or virion. One type of vectors can be integrated
into the genome of a host cell upon introduction into the host cell, and thereby are
replicated along with the host genome (e.g., non-episomal mammalian vectors).
Another type of vectors are capable of autonomous replication in a host cell into which it
is introduced (e.g., bacterial vectors having a bacterial origin of replication and episomal
mammalian vectors). Another specific type of vectors capable of directing the

expression of expressible foreign nucleic acids to which they are operatively linked are
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commonly referred to "expression vectors." Expression vectors generally have control
sequences that drive expression of the expressible foreign nucleic acids. Simpler
vectors, known as “transcription vectors,” are only capable of being transcribed but not
translated: they can be replicated in a target cell but not expressed. The term “vector”
encompasses all types of vectors regardless of their function. Vectors capable of
directing the expression of expressible nucleic acids to which they are operatively linked
are commonly referred to "expression vectors."

The methods and techniques of the present disclosure are generally performed
according to methods well known in the art and as described in various general and
more specific references that are cited and discussed throughout the present
specification unless otherwise indicated. Such references include, e.g., Sambrook and
Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY (2001), Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, NY (2002), and Harlow and Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1990). Enzymatic reactions
and purification techniques are performed according to manufacturer's specifications, as
commonly accomplished in the art or as described herein. The nomenclatures used in
connection with, and the laboratory procedures and techniques of, analytical chemistry,
synthetic organic chemistry, and medicinal and pharmaceutical chemistry described
herein are those well known and commonly used in the art. Standard techniques are
used for chemical syntheses, chemical analyses, pharmaceutical preparation,
formulation, and delivery, and treatment of patients.

As used herein, the twenty conventional amino acids and their abbreviations follow
conventional usage. See Immunology--A Synthesis (2nd Edition, E. S. Golub and D. R.

Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)).

B. BINDING MOLECULES THAT BIND TO HUMAN 4-1BB

The present disclosure provides isolated binding molecules that bind to human 4-
1BB, including 4-1BB antibodies, antigen-binding fragments of the 4-1BB antibodies,
and derivatives of the 4-1BB antibodies.

B-1. 4-1BB ANTIBODIES

In some aspects, the present disclosure provides an isolated antibody that binds
to human 4-1BB at an epitope within amino acid residues 115 - 156 of SEQ ID No: 68.

In some embodiments, the isolated antibody comprises the H-CDR1 amino acid
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sequence of SEQ ID NO: 29, H-CDR2 amino acid sequence of SEQ ID NO: 30, and H-
CDRS3 amino acid sequence of SEQ ID NO: 31. In some other embodiments, the
isolated antibody comprises the L-CDR1 amino acid sequence of SEQ ID NO: 34, L-
CDR2 amino acid sequence of SEQ ID NO: 35, and L-CDR3 amino acid sequence of
SEQ ID NO: 36. In some other embodiments, the antibodies described herein above
have one or more biological properties described herein below.

In other aspects, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises: (a) an H-CDR1 as set forth in SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:15, or SEQ ID NO:29; (b) an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:16, or SEQ ID NO:30; and (¢) an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO: 17, or SEQ ID NO:31.

In another aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises: (a) an L-CDR1 as set forth in SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO: 20, or SEQ ID NO:34; (b) an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:21, or SEQ ID NO:35; and (c) an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:8, SEQ
ID NO:22, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO: 55.

In a further aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises: (a) an H-CDR1 as set forth in SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:15, or SEQ ID NO:29; (b) an H-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:16, or SEQ ID NO:30; and (¢) an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO: 17, or SEQ ID NO:31; and further comprises: (d) an L-CDR1 as set forth in
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 20, or SEQ ID NO:34; (e) an L-CDR2 as set forth in SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:21, or SEQ ID NO:35; and (f) an L-CDRS3 as set forth in SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:36, or SEQ ID NO: 55.

In some further aspects, the disclosure provides an isolated antibody that binds
to human 4-1BB, wherein said antibody is selected from the group consisting of:

(a) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:1, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:2, and an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:3;

(b) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:15, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:16, and an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:17; and

(¢) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:29, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:30, and an H-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:31.

In some further aspects, the disclosure provides an isolated antibody that binds

to human 4-1BB, wherein said antibody is selected from the group consisting of:



10

15

20

25

30

WO 2012/032433 PCT/IB2011/053761

21

(a) an antibody comprising an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:6, an L-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:7, and an L-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:8;

(b) an antibody comprising an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:20, an L-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:21, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:22;

(¢) an antibody comprising an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:36; and

(d) an antibody comprising an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:55.

In some further aspects, the disclosure provides an isolated antibody that binds
to the human 4-1BB, wherein said antibody is selected from the group consisting of:

(a) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:1, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:2, an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:3; an L-CDR1 as
set forth in SEQ ID NO:6, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:7, and an L-CDR3 as
set forth in SEQ ID NO:8;

(b) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:15, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:16, an H-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:17; an L-CDR1 as
set forth in SEQ ID NO:20, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:21, and an L-CDR3 as
set forth in SEQ ID NO:22;

(¢ ) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:29, an H-
CDR2 as set forth in SEQ ID NO:30, an H-CDRS3 as set forth in SEQ ID NO:31; an L-
CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:35, and an
L-CDRa3 as set forth in SEQ ID NO:36; and

(d) an antibody comprising an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:29, an H-CDR2
as set forth in SEQ ID NO:30, an H-CDRS as set forth in SEQ ID NO:31; an L-CDR1 as
set forth in SEQ ID NO:34, an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:35, and an L-CDR3 as
set forth in SEQ ID NO:55.

In a further aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises a Vi chain amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:32, or SEQ ID NO:43 .

In a further aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises a V| chain amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:51,
SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:60, or SEQ ID NO:64 .
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In a further aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody comprises (1) a Vy chain amino acid sequence as
set forth in SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:18 , SEQ ID NO:32, or SEQ ID NO:43, and (2) a
VL chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:23, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:60, or SEQ ID
NO:64 .

In a further aspect, the disclosure provides an isolated antibody that binds to
human 4-1BB, wherein said antibody is selected from the group consisting of:

(a) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:4 and a V_ chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:9;

(b) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:18 and a V. chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:23;

(¢) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:32 and a V| chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:37 or SEQ ID
NO 56; and

(d) an antibody comprising a Vi chain amino acid sequence as set forth in SEQ
ID NO:43 and a V| chain amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO: 60, or SEQ ID NO: 64.

In some embodiments, the antibodies described herein above, including
antibodies described with reference to epitope binding and antibodies described with
reference to specific amino acid sequences of CDRs or variable regions, have at least
one of the following functional properties: (a) bind to human 4-1BB with a Kp of 500 nM
or less; (b) have agonist activity on human 4-1BB; (¢) do not bind to human CD40
receptor at concentration up to 1000 nM; (d) do not bind to human CD134 receptor at
concentrations up to 1000 nM; (e) do not bind to rat, or mouse 4-1BB at concentrations
up to 100 nM; (h) are capable of inhibiting tumor cell growth; and (i) have therapeutic
effect on a cancer. In some further embodiments, the antibodies specifically bind to
human 4-1BB with a Kp of 500 nM or less, 100 nM or less, 50 nM or less, 10 nM or less,
5 nM or less, or 1 nM or less, for the human 4-1BB extracellular domain as measured
with the BIACore assay described in this disclosure. In still further embodiments, the
antibody is a human antibody or humanized antibody that specifically binds to human 4-
1BB with a Kp of 500 nM or less, 100 nM or less, 50 nM or less, 10 nM or less, 5 nM or

less, or 1 nM or less, for the human 4-1BB extracellular domain as measured with the
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BIACore assay described in this disclosure. In some further embodiments, the antibody
is @ human antibody that specifically and selectively binds to human 4-1BB.

In other embodiments, the antibodies described herein above comprise a heavy
chain variable region from a particular germline heavy chain immunoglobulin gene
and/or a light chain variable region from a particular germline light chain immunoglobulin
gene, such as an antibody comprising a heavy chain variable region that is the product
of, or derived from, a human Vy 1-69 gene, Vy 3-23 gene, or Vy 5 gene. Exemplary
antibodies include MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483.1, and MOR-7483.2, each of
which contains amino acids that derived from human germline V5 gene.

In still other embodiments, the antibodies described herein above comprise a
light chain variable region that is derived from a human V. A3 gene. In yet other
embodiment the antibodies described herein above comprise a heavy chain variable
region that is the product of, or derived from, a human Vy 1-69 gene, Vy 3-23 gene, or
Vu 5 gene, and further comprise a light chain variable region that is the product of, or
derived from, a human V_ A3 gene, wherein the antibody or portion thereof specifically
binds to human 4-1BB. Exemplary antibodies include MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR-7483.1, and MOR-7483.2, each of which contains amino acids that derived from
human germline V46 gene and V| A3 gene, respectively.

As used herein, a human antibody comprises heavy or light chain variable
regions that is “derived from” a particular germline sequence if the variable regions of
the antibody are obtained from a system that uses human germline immunoglobulin
genes. Such systems include immunizing a transgenic mouse carrying human
immunoglobulin  genes with the antigen of interest or screening a human
immunoglobulin gene library displayed on phage with the antigen of interest. A human
antibody that is “derived from” a human germline immunoglobulin sequence can be
identified as such by comparing the amino acid sequence of the human antibody to the
amino acid sequences of human germline immunoglobulins and selecting the human
germline immunoglobulin sequence that is closest in sequence (i.e., greatest % identity)
to the sequence of the human antibody. A human antibody that is “derived from” a
particular human germline immunoglobulin sequence may contain amino acid
differences as compared to the germline sequence, due to, for example, naturally-
occurring somatic mutations or intentional introduction of site-directed mutation.
However, a selected human antibody typically is at least 90% identical in amino acid

sequence to an amino acid sequence encoded by a human germline immunoglobulin
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gene and contains amino acid residues that identify the human antibody as being
human when compared to the germline immunoglobulin amino acid sequences of other
species (e.g., murine germline sequences). In certain cases, a human antibody may be
at least 95%, or even at least 96%, 97%, 98%, or 99% identical in amino acid sequence
to the amino acid sequence encoded by the germline immunoglobulin gene. In certain
cases, the human antibody is identical in amino acid sequence to the amino acid
sequence encoded by the germline Ig gene. Typically, a human antibody derived from a
particular human germline sequence will display no more than 10 amino acid differences
from the amino acid sequence encoded by the human germline immunoglobulin gene.
In certain cases, the human antibody may display no more than 5, or even no more than
4, 3, 2, or 1 amino acid differences from the amino acid sequence encoded by the
germline immunoglobulin gene. Alignments of the amino acid sequences of variable

regions of the illustrative antibodies and the relevant germlines are provided in Figure 6.

In another aspect, the disclosure provides isolated antibodies that compete or
cross-compete for binding to human 4-1BB with any of the illustrative antibodies of the
disclosure, such as MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR-7483, MOR-7483.1, or MOR-7483.2. In a particular embodiment, the disclosure
provides isolated antibodies that compete or cross-compete for binding to the same
epitope on the human 4-1BB with any of the illustrative antibodies of the disclosure.
The ability of an antibody to compete cross-compete for binding with another antibody
can be determined using standard binding assays known in the art, such as BlAcore
analysis, ELISA assays, or flow cytometry. For example, one can allow an illustrative
antibody of the disclosure to bind to human 4-1BB under saturating conditions and then
measure the ability of the test antibody to bind to the 4-1BB. If the test antibody is able
to bind to the 4-1BB at the same time as the illustrative antibody, then the test antibody
binds to a different epitope as the illustrative antibody. However, if the test antibody is
not able to bind to the 4-1BB at the same time, then the test antibody binds to the same
epitope, an overlapping epitope, or an epitope that is in close proximity to the epitope
bound by the illustrative antibody. This experiment can be performed using various
methods, such as ELISA, RIA, FACS or surface plasmon resonance.

The 4-1BB antibodies described herein can be in any class, such as IgG, IgM,
IgE, IgA, or IgD. It is preferred that the 4-1BB antibodies are in the 1gG class, such as
1gG1, 1gG2, IgG3, or IgG4 subclass, more preferably IgG2 subclass. A 4-1BB antibody
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can be converted from one class or subclass to another class or subclass using
methods known in the art. An exemplary method for producing an antibody in a desired
class or subclass comprises the steps of isolating a nucleic acid encoding a heavy chain
of an 4-1BB antibody and a nucleic acid encoding a light chain of a 4-1BB antibody,
isolating the sequence encoding the Vy region, ligating the V4 sequence to a sequence
encoding a heavy chain constant region of the desired class or subclass, expressing the
light chain gene and the heavy chain construct in a cell, and collecting the 4-1BB
antibody.

Further, the antibodies provided by the present disclosure can be monoclonal or
polyclonal, but preferably monoclonal.

Examples of specific isolated antibodies provided by the present disclosure
include the following illustrative antibodies: MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-
7480.1, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483, MOR-7483.1, and MOR-
7483.2. The nucleotide and amino acid sequences of the heavy chain variable region,
full length heavy chain for the IgG2 subclass, light chain variable region, and full length
light chain of these antibodies are provided in this disclosure; an index of the SEQ ID
NOs for these sequences is provided in Table 1. The amino acid sequences of the

CDRs of these illustrative antibodies are shown in Table 2.
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Table: 1. Index of SEQ ID NOs

Antibody Chain Full length Variable Region
Amino Acid | Nucleotide | Amino Acid | Nucleotide
SEQID SEQID SEQID SEQ ID
NO NO NO NO
MOR-6032 Heavy 5 13 4 11
Light 10 14 9 12
MOR-7361 Heavy 19 27 18 25
Light 24 28 23 26
MOR-7480 Heavy 33 41 32 39
Light 38 42 37 40
MOR-7480.1 | Heavy 44 49 43 47
Light 46 50 45 48
MOR-7480.2 | Heavy 44 49 43 47
Light 52 54 51 53
MOR-7483 Heavy 33 41 32 39
Light 57 59 56 58
MOR-7483.1 | Heavy 44 49 43 47
Light 61 63 60 62
MOR-7483.2 | Heavy 44 49 43 47
Light 65 67 64 66
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Table 2: Amino Acid Sequence of CDRs

Antibody CDR Sequence SEQ ID NO
MOR-6032 H-CDR1 NSYAIS 1
H-CDR2 GIIPGFGTANYAQKFQG | 2
H-CDR3 RKNEEDGGFDH 3
L-CDR1 SGDNLGDYYAS 6
L-CDR2 DDSNRPS 7
L-CDR3 QTWDGTLHFV 8
MOR-7361 H-CDR1 SDYYMH 15
H-CDR2 VISGSGSNTYYADSVKG | 16
H-CDR3 RLYAQFEGDF 17
L-CDR1 SGDNIGSKYVS 20
L-CDR2 SDSERPS 21
L-CDR3 QSWDGSISRV 22
MOR-7480; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7480.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG | 30
MOR-7480.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 ATYTGFGSLAV 36
MOR-7483; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7483.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG | 30
MOR-7483.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 STYTFVGFTTV 55
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Antibodies of the present disclosure can be produced by techniques known in
the art, including conventional monoclonal antibody methodology e.g., the standard
somatic cell hybridization technique (See e.g., Kohler and Milstein, Nature 256:495
(1975), viral or oncogenic transformation of B lymphocytes, or recombinant antibody
technologies as described in detail herein below.

Hybridoma production is a very well-established procedure. The common
animal system for preparing hybridomas is the murine system. Immunization protocols
and techniques for isolation of immunized splenocytes for fusion are known in the art.
Fusion partners (e.g., murine myeloma cells) and fusion procedures are also known.
One well-known method that may be used for making human 4-1BB antibodies provided
by the present disclosure involves the use of a XenoMouse™ animal system.
XenoMouse™ mice are engineered mouse strains that comprise large fragments of
human immunoglobulin heavy chain and light chain loci and are deficient in mouse
antibody production. See, e.g., Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994) and
W0O2003/040170. The animal is immunized with a 4-1BB antigen. The 4-1BB antigen is
isolated and/or purified 4-1BB, preferably 4-1BB. It may be a fragment of 4-1BB, such
as the extracellular domain of 4-1BB, particularly a 4-1BB extracellular domain fragment
comprising amino acid resides 115 — 156 of SEQ ID NO: 68. Immunization of animals
can be carried out by any method known in the art. See, e.g., Harlow and Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1990. Methods
for immunizing non-human animals such as mice, rats, sheep, goats, pigs, cattle and
horses are well known in the art. See, e.g., Harlow and Lane, supra, and U.S. Pat. No.
5,994,619. The 4-1BB antigen may be administered with an adjuvant to stimulate the
immune response. Exemplary adjuvants include complete or incomplete Freund's
adjuvant, RIBI (muramyl dipeptides) or ISCOM (immunostimulating complexes). After
immunization of an animal with a 4-1BB antigen, antibody-producing immortalized cell
lines are prepared from cells isolated from the immunized animal. After immunization,
the animal is sacrificed and lymph node and/or splenic B cells are immortalized.
Methods of immortalizing cells include, but are not limited to, transferring them with
oncogenes, inflecting them with the oncogenic virus cultivating them under conditions
that select for immortalized cells, subjecting them to carcinogenic or mutating
compounds, fusing them with an immortalized cell, e.g., a myeloma cell, and inactivating
a tumor suppressor gene. See, e.g., Harlow and Lane, supra. If fusion with myeloma

cells is used, the myeloma cells preferably do not secrete immunoglobulin polypeptides
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(a non-secretory cell line). Immortalized cells are screened using 4-1BB, a portion
thereof, or a cell expressing 4-1BB. 4-1BB antibody-producing cells, e.g., hybridomas,
are selected, cloned and further screened for desirable characteristics, including robust
growth, high antibody production and desirable antibody characteristics, as discussed
further below. Hybridomas can be expanded in vivo in syngeneic animals, in animals
that lack an immune system, e.g., nude mice, or in cell culture in vitro. Methods of
selecting, cloning and expanding hybridomas are well known to those of ordinary skill in
the art.

Antibodies of the disclosure can also be prepared using phage display methods.
Such phage display methods for isolating human antibodies are established in the art,
such as the HUCAL® Libraries as described further in Example 1. See also, for
example: Achim Knappik, et al: Fully Synthetic Human Combinatorial Antibody Libraries
(HuCAL) Based on Modular Consensus Frameworks and CDRs Randomized with
Trinucleotides. J. Mol. Biol. (2000) 296, 57-86.

B-2. ANTIGEN-BINDING FRAGMENTS

In some other aspects, the present disclosure provides antigen-binding fragments
of any of the 4-1BB antibodies provided by the present disclosure.

The antigen-binding fragment may comprise any sequences of the antibody. In
some embodiments, the antigen-binding fragment comprises the amino acid sequence
of: (1) a light chain of a 4-1BB antibody; (2) a heavy chain of a 4-1BB antibody; (3) a
variable region from the light chain of a 4-1BB antibody; (4) a variable region from the
heavy chain of a 4-1BB antibody; (5) one or more CDRs (two, three, four, five, or six
CDRs) of a 4-1BB antibody; or (6) three CDRs from the light chain and three CDRs from
the heavy chain of a 4-1BB antibody.

In some particular embodiments, the disclosure provides an antigen-binding
fragment of an antibody selected from: MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-
7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1, or MOR-7483.2.

In some other particular embodiments, the antigen-binding fragments of an 4-
1BB antibody include: (i) a Fab fragment, which is a monovalent fragment consisting of
the Vi, Vi, CL and Cuy1 domains; (ii) a F(ab'), fragment, which is a bivalent fragment
comprising two Fab fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; (iii) a Fd
fragment consisting of the Vy and Cy1 domains; (iv) a Fv fragment consisting of the V_
and Vy domains of a single arm of an antibody; (v) a dAb fragment (Ward et al., (1989)
Nature 341:544-546), which consists of a Vy domain; (vi) an isolated CDR, and (vii)
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single chain antibody (scFv), which is a polypeptide comprising a V| region of an
antibody linked to a Vi region of an antibody. Bird et al., (1988) Science 242:423-426
and Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883.

In some particular embodiments, the antigen-binding fragment is a Fab fragment
selected from the group consisting of Fab-6032, Fab-7361, Fab-7480, and Fab-7483.

B-3. ANTIBODY DERIVATIVES

In some further aspects, the present disclosure provides derivatives of any of the
4-1BB antibodies provided by the present disclosure.

In one aspect, the antibody derivative is derived from modifications of the amino
acid sequences of an illustrative antibody (“parent antibody”) of the disclosure while
conserving the overall molecular structure of the parent antibody amino acid sequence.
Amino acid sequences of any regions of the parent antibody chains may be modified,
such as framework regions, CDR regions, or constant regions. Types of modifications
include substitutions, insertions, deletions, or combinations thereof, of one or more
amino acids of the parent antibody. In some embodiments, the antibody derivative
comprises an Vy region that is at least 65%, at least 75%, at least 85%, at least 90%, at
least 95%, at least 96%, at least 97%, at least 98%, or at least 99% identical to an
amino acid sequence as set forth in any of SEQ ID NOs: 4, 18, 32, or 43. In some other
embodiments, the antibody derivative comprises an V| region that is at least 65%, at
least 75%, at least 85%, at least 90%, at least 95%, at least 96%, at least 97%, at least
98%, or at least 99% identical to an amino acid sequence as set forth in any of SEQ ID
NOs: 9, 23, 37, 45, 51, 56, 60, or 64. In some particular embodiments, the derivative
comprises 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, or 15 conservative or non-
conservative substitutions, and/or 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, or 15
additions and/or deletions to an amino acid sequence as set forth in any of SEQ ID
NOs: 4, 18, 32, 43, 9, 23, 37, 45, 51, 56, 60, or 64.

Amino acid substitutions encompass both conservative substitutions and non-
conservative substitutions. The term “conservative amino acid substitution” means a
replacement of one amino acid with another amino acid where the two amino acids have
similarity in certain physico-chemical properties such as polarity, charge, solubility,
hydrophobicity, hydrophilicity, and/or the amphipathic nature of the residues involved.
For example, substitutions typically may be made within each of the following groups:
(a) nonpolar (hydrophobic) amino acids, such as alanine, leucine, isoleucine, valine,

proline, phenylalanine, tryptophan, and methionine; (b) polar neutral amino acids, such
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as glycine, serine, threonine, cysteine, tyrosine, asparagine, and glutamine; (c¢)
positively charged (basic) amino acids, such as arginine, lysine, and histidine; and (d)
negatively charged (acidic) amino acids, such as aspartic acid and glutamic acid.

The modifications may be made in any positions of the amino acid sequences of
the antibody, including the CDRs, framework regions, or constant regions. In one
embodiment, the present disclosure provides an antibody derivative that contains the Vy
and V. CDR sequences of an illustrative antibody of this disclosure, yet contains
framework sequences different from those of the illustrative antibody. Such framework
sequences can be obtained from public DNA databases or published references that
include germline antibody gene sequences. For example, germline DNA sequences for
human heavy and light chain variable region genes can be found in the Genbank
database or in the "VBase" human germline sequence database (Kabat, E. A., et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991); Tomlinson, |. M., et
al,, J. Mol. Biol. 227:776-798 (1992); and Cox, J. P. L. et al., Eur. J. Immunol. 24:827-
836 (1994)). Framework sequences that may be used in constructing an antibody
derivative include those that are structurally similar to the framework sequences used by
illustrative antibodies of the disclosure, e.g., similar to the Vy 3-23 framework sequences
and/or the V| A3 or A1-13 framework sequences used by illustrative antibodies of the
disclosure. For example, the H-CDR1, H-CDR2, and H-CDRS3 sequences, and the L-
CDR1, L-CDR2, and L-CDR3 sequences of an illustrative antibody can be grafted onto
framework regions that have the identical sequence as that found in the germline
immunoglobulin gene from which the framework sequence derive, or the CDR
sequences can be grafted onto framework regions that contain one or more mutations
as compared to the germline sequences.

In a particular embodiment, the antibody derivative is a chimeric antibody which
comprises an amino acid sequence of an illustrative antibody of the disclosure. In one
example, one or more CDRs from one or more illustrative human antibodies are
combined with CDRs from an antibody from a non-human animal, such as mouse or rat.
In another example, all of the CDRs of the chimeric antibody are derived from one or
more illustrative antibodies. In some particular embodiments, the chimeric antibody
comprises one, two, or three CDRs from the heavy chain variable region or from the
light chain variable region of an illustrative antibody. Chimeric antibodies can be

generated using conventional methods known in the art.
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Another type of modification is to mutate amino acid residues within the CDR1,
CDR2 and/or CDR3 regions of the Vy and/or V_ chain. Site-directed mutagenesis or
PCR-mediated mutagenesis can be performed to introduce the mutation(s) and the
effect on antibody binding, or other functional property of interest, can be evaluated in in
vitro or in vivo assays known in the art. Typically, conservative substitutions are
introduced. The mutations may be amino acid additions and/or deletions. Moreover,
typically no more than one, two, three, four or five residues within a CDR region are
altered. In some embodiments, the antibody derivative comprises 1, 2, 3, or 4 amino
acid substitutions in the H-CDRs and/or in the light chain CDRs. In another embodiment,
the amino acid substitution is to change one or more cysteines in an antibody to another
residue, such as, without limitation, alanine or serine. The cysteine may be a canonical
or non-canonical cysteine. In one embodiment, the antibody derivative has 1, 2, 3, or 4
conservative amino acid substitutions in the H-CDR regions relative to the amino acid
sequences of an illustrative antibody.

Modifications may also be made to the framework residues within the Vy and/or
VL regions. Typically, such framework variants are made to decrease the
immunogenicity of the antibody. One approach is to “backmutate” one or more
framework residues to the corresponding germline sequence. An antibody that has
undergone somatic mutation may contain framework residues that differ from the
germline sequence from which the antibody is derived. Such residues can be identified
by comparing the antibody framework sequences to the germline sequences from which
the antibody is derived. To return the framework region sequences to their germline
configuration, the somatic mutations can be “backmutated” to the germline sequence by,
for example, site-directed mutagenesis or PCR-mediated mutagenesis. Several of the
illustrative antibodies of the present disclosure underwent such “back-mutations” to
certain germline sequences, as described further in Example 6.

In addition, modifications may also be made within the Fc region of an illustrative
antibody, typically to alter one or more functional properties of the antibody, such as
serum half-life, complement fixation, Fc receptor binding, and/or antigen-dependent
cellular cytotoxicity. In one example, the hinge region of CH1 is modified such that the
number of cysteine residues in the hinge region is altered, e.g., increased or decreased.
This approach is described further in U.S. Patent No. 5,677,425. The number of
cysteine residues in the hinge region of CH1 is altered to, for example, facilitate

assembly of the light and heavy chains or to increase or decrease the stability of the
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antibody. In another case, the Fc hinge region of an antibody is mutated to decrease the
biological half life of the antibody.

Furthermore, an antibody of the disclosure may be modified to alter its potential
glycosylation site or pattern. Both illustrative antibodies MOR-7480 and MOR-7483, and
any germlined variants thereof, and antibodies that comprise the amino acid sequences
of the heavy chain variable region of MOR-7480 and MOR-7483, comprise a potential
N-linked glycosylation site (NYS) at asparagine 59 in the heavy chain variable domain.
IgG versions of these antibodies further comprise a second N-linked glycosylation site in
the heavy chain Fc domain. More specifically, for the 1gG2 version of these antibodies,
the Fc¢ N-linked glycosylation site (NST) occurs at asparagine 292 in the heavy chain
CH2 domain. Thus, each heavy chain can comprise 0-, 1- (at either Fab or Fc¢) or 2-
glycan occupancy such that an antibody comprising two heavy and two light chains can
comprise any combination ranging from 0-glycan occupancy (i.e., no glycosylation at
any of four potential glycosylation sites) to 4-glycan occupancy (i.e., glycosylated at both
Fab and Fc sites in each chain). In another aspect, the present disclosure provide an
derivative of an 4-1BB antibody of the disclosure that contains at least one mutation in
an variable region of a light chain or heavy chain that changes the pattern of
glycosylation in the variable region. Such an antibody derivative may have an increased
affinity and/or a modified specificity for binding an antigen. The mutations may add a
novel glycosylation site in the V region, change the location of one or more V region
glycosylation site(s), or remove a pre-existing V region glycosylation site. In one
embodiment, the present disclosure provides a derivative of an 4-1BB antibody having a
potential N-linked glycosylation site at asparagine 59 in the heavy chain variable region,
wherein the potential N-linked glycosylation site in one heavy chain variable region is
removed. In another embodiment, the present disclosure provides a derivative of a 4-
1BB antibody having a potential N-linked glycosylation site at asparagine 59 in the
heavy chain variable region, wherein the potential N-linked glycosylation site in both
heavy chain variable regions is removed. Method of altering the glycosylation pattern
of an antibody is known in the art, such as those described in US Patent No. 6,933,368,
the disclosure of which incorporated herein by reference.

In another aspect, the present disclosure provides an antibody derivative that
comprises a 4-1BB antibody, or antigen-binding fragment thereof, as described herein,

linked to an additional molecular entity. Examples of additional molecular entities
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include pharmaceutical agents, peptides or proteins, detection agent or labels, and
antibodies.

In some embodiments, the antibody derivative comprises an antibody of the
disclosure linked to a pharmaceutical agent. Examples of pharmaceutical agents include
cytotoxic agents or other cancer therapeutic agents, and radioactive isotopes. Specific
examples of cytotoxic agents include taxol, cytochalasin B, gramicidin D, ethidium
bromide, emetine, mitomycin, etoposide, tenoposide, vincristine, vinblastine, colchicin,
doxorubicin, daunorubicin, dihydroxy anthracin dione, mitoxantrone, mithramycin,
actinomycin D, 1-dehydrotestosterone, glucocorticoids, procaine, tetracaine, lidocaine,
propranolol, and puromycin and analogs or homologs thereof. Therapeutic agents also
include, for example, antimetabolites (e.g., methotrexate, 6-mercaptopurine, 6-
thioguanine, cytarabine, 5-fluorouracil decarbazine), alkylating agents (e.g.,
mechlorethamine, thioepa chlorambucil, melphalan, carmustine (BSNU) and lomustine
(CCNU), cyclothosphamide, busulfan, dibromomannitol, streptozotocin, mitomycin C,
and cis-dichlorodiamine platinum (II) (DDP) cisplatin), anthracyclines (e.g., daunorubicin
(formerly daunomycin) and doxorubicin), antibiotics (e.g., dactinomycin (formerly
actinomygcin), bleomycin, mithramycin, and anthramycin (AMC)), and anti-mitotic agents
(e.g., vincristine and vinblastine). Examples of radioactive isotopes that can be
conjugated to antibodies for use diagnostically or therapeutically include, but are not
limited to, iodine™’, indium™", yttrium® and lutetium®”. Methods for linking an antibody
to a pharmaceutical agent are known in the art, such as using various linker
technologies. Examples of linker types include hydrazones, thioethers, esters,
disulfides and peptide-containing linkers.  For further discussion of linkers and methods
for linking therapeutic agents to antibodies, see also Saito et al., Adv. Drug Deliv. Rev.
55:199-215 (2003); Trail, et al, Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337 (2003);
Payne, Cancer Cell 3:207-212 (2003); Allen, Nat. Rev. Cancer 2:750-763 (2002);
Pastan, |. and Kreitman, Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091 (2002); Senter, P.D.
and Springer, C.J. (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

In a particular embodiment, the antibody derivative is a 4-1BB antibody multimer,
which is a multimeric form of a 4-1BB antibody, such as antibody dimers, trimers, or
higher-order multimers of monomeric antibodies. Individual monomers within an
antibody multimer may be identical or different. In addition, individual antibodies within a
multimer may have the same or different binding specificities. Multimerization of

antibodies may be accomplished through natural aggregation of antibodies. For
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example, some percentage of purified antibody preparations (e.g., purified 1gG1
molecules) spontaneously form protein aggregates containing antibody homodimers,
and other higher-order antibody multimers. Alternatively, antibody homodimers may be
formed through chemical linkage techniques known in the art, such as through using
crosslinking agents. Suitable crosslinkers include those that are heterobifunctional,
having two distinctly reactive groups separated by an appropriate spacer (such as
m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester, succinimidyl 4-
(maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate, and N-succinimidyl S-acethylthio-acetate)
or homobifunctional (such as disuccinimidyl suberate). Such linkers are commercially
available from, for example, Pierce Chemical Company, Rockford, IL. Antibodies can
also be made to multimerize through recombinant DNA techniques known in the art.
Examples of other antibody derivatives provided by the present disclosure
include single chain antibodies, diabodies, domain antibodies, nanobodies, and
unibodies. A “single-chain antibody” (scFv) consists of a single polypeptide chain
comprising a V. domain linked to a Vy domain wherein V. domain and V4 domain are
paired to form a monovalent molecule. Single chain antibody can be prepared according
to method known in the art (see, for example, Bird et al., (1988) Science 242:423-426
and Huston et al.,, (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). A “diabody”
consists of two chains, each chain comprising a heavy chain variable region connected
to a light chain variable region on the same polypeptide chain connected by a short
peptide linker, wherein the two regions on the same chain do not pair with each other
but with complementary domains on the other chain to form a bispecific molecule.
Methods of preparing diabodies are known in the art (See, e.g., Holliger P. et al., (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, and Poljak R. J. et al., (1994) Structure
2:1121-1123). Domain antibodies (dAbs) are small functional binding units of
antibodies, corresponding to the variable regions of either the heavy or light chains of
antibodies. Domain antibodies are well expressed in bacterial, yeast, and mammalian
cell systems. Further details of domain antibodies and methods of production thereof
are known in the art (see, for example, U.S. Patent Nos. 6,291,158; 6,582,915;
6,593,081; 6,172,197, 6,696,245; European Patents 0368684 & 0616640;
WO05/035572, WO04/101790, WO04/081026, WO04/058821, WOO04/003019 and
WOO03/002609). Nanobodies are derived from the heavy chains of an antibody. A
nanobody typically comprises a single variable domain and two constant domains (CH2

and CH3) and retains antigen-binding capacity of the original antibody. Nanobodies can
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be prepared by methods known in the art (See e.g., U.S. Patent No. 6,765,087, U.S.
Patent No. 6,838,254, WO 06/079372). Unibodies consist of one light chain and one
heavy chain of a IgG4 antibody. Unibodies may be made by the removal of the hinge
region of |lgG4 antibodies. Further details of unibodies and methods of preparing them
may be found in WO2007/059782.

C. NUCLEIC ACIDS, VECTORS, HOST CELLS, AND RECOMBINANT
METHODS OF PRODUCING 4-1BB ~ ANTIBODIES

Another aspect of the disclosure provides an isolated nucleic acid molecule that
comprises a nucleotide sequence encoding an amino acid sequence of a binding
molecule provided by the present disclosure. The amino acid sequence encoded by the
nucleotide sequence may be any portion of an antibody, such as a CDR, a sequence
comprising one, two, or three CDRs, a variable region of a heavy chain, variable region
of a light chain, or may be a full-length heavy chain or full length light chain. A nucleic
acid of the disclosure can be, for example, DNA or RNA, and may or may not contain
intronic sequences. Typically, the nucleic acid is a cDNA molecule.

In some embodiments, the disclosure provides an isolated nucleic acid molecule
that comprises or consists of a nucleotide sequence encoding an amino acid sequence
selected from the group consisting of: (1) amino acid sequence of a H-CDR3 or L-
CRD3 of an illustrative antibody; (2) a variable region of a heavy chain or variable region
of a light chain of an illustrative antibody; or (3) a full length heavy chain or full length
light chain of an illustrative antibody.

In other embodiments, the nucleic acid molecule comprises or consists of a
nucleotide sequence that encodes an amino acid sequence as set forth in any one of
SEQ ID NOs:1 —10, 15- 24, 29 — 38, 43, 44, 45, 46, 51, 52, 55-57, 60, 61, 64, and 65.

In still other embodiments, the nucleic acid molecule comprises or consists of
nucleotide sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 11-14, 25-28,
39-42, 47-50, 53, 54, 58, 59, 62, 63, 66, and 67.

Nucleic acids of the disclosure can be obtained using any suitable molecular
biology techniques. For antibodies expressed by hybridomas, cDNAs encoding the light
and heavy chains of the antibody made by the hybridoma can be obtained by PCR
amplification or ¢DNA cloning techniques. For antibodies obtained from an
immunoglobulin gene library (e.g., using phage display techniques), the nucleic acid

encoding the antibody can be recovered from the library.
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The isolated DNA encoding the Vy region can be converted to a full-length heavy
chain gene by operatively linking the Vy-encoding DNA to another DNA molecule
encoding heavy chain constant regions (CH1, CH2 and CH3). The sequences of
human heavy chain constant region genes are known in the art (see e.g., Kabat el al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) and DNA fragments
encompassing these regions can be obtained by standard PCR amplification. The
heavy chain constant region can be an IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM or IgD
constant region, but most preferably is an IgG1 or IgG4 constant region. The 1gG1
constant region sequence can be any of the various alleles or allotypes known to occur
among different individuals, such as Gm(1), Gm(2), Gm(3), and Gm(17). These
allotypes represent naturally occurring amino acid substitution in the 1gG1 constant
regions. For a Fab fragment heavy chain gene, the Vy-encoding DNA can be
operatively linked to another DNA molecule encoding only the heavy chain CH1
constant region.

The isolated DNA encoding the V| region can be converted to a full-length light
chain gene (as well as a Fab light chain gene) by operatively linking the V -encoding
DNA to another DNA molecule encoding the light chain constant region, CL. The
sequences of human light chain constant region genes are known in the art (see e.g.,
Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) and DNA
fragments encompassing these regions can be obtained by standard PCR amplification.
The light chain constant region can be a kappa or lambda constant region.

To create a scFv gene, the V- and Vi -encoding DNA fragments are operatively
linked to another fragment encoding a flexible linker, e.g., encoding the amino acid
sequence (Gly, -Ser)s, such that the Vy and V| sequences can be expressed as a
contiguous single-chain protein, with the V. and V4 regions joined by the flexible linker
(see e.g., Bird et al., Science 242:423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879-5883 (1988); and McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990)).

The present disclosure further provides a vector that comprises a nucleic acid
molecule provided by the present disclosure. The nucleic acid molecule may encode a
portion of a light chain or heavy chain (such as a CDR or a variable region), a full-length
light or heavy chain, polypeptide that comprises a portion or full-length of a heavy or

light chain, or an amino acid sequence of an antibody derivative or antigen—binding
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fragment. In some embodiments, the vector is an expression vector useful for the
expression of a binding molecule, such as an antibody or an antigen binding fragment
thereof.

To express a binding molecule of the disclosure, DNAs encoding partial or full-
length light and heavy chains are inserted into expression vectors such that the DNA
molecules are operatively linked to transcriptional and translational control sequences.
In this context, the term "operatively linked" means that an antibody gene is ligated into
a vector such that transcriptional and translational control sequences within the vector
serve their intended function of regulating the transcription and translation of the DNA
molecule. The expression vector and expression control sequences are chosen to be
compatible with the expression host cell used. The antibody light chain gene and the
antibody heavy chain gene can be inserted into separate vector or, more typically, both
genes are inserted into the same expression vector. The antibody genes are inserted
into the expression vector by any suitable methods (e.g., ligation of complementary
restriction sites on the antibody gene fragment and vector, or blunt end ligation if no
restriction sites are present). The light and heavy chain variable regions of the
antibodies described herein can be used to create full-length antibody genes of any
antibody isotype and subclass by inserting them into expression vectors already
encoding heavy chain constant and light chain constant regions of the desired isotype
and subclass such that the Vi, segment is operatively linked to the Cy segment(s) within
the vector and the Vi segment is operatively linked to the C_ segment within the vector.
Additionally or alternatively, the recombinant expression vector can encode a signal
peptide that facilitates secretion of the antibody chain from a host cell. The antibody
chain gene can be cloned into the vector such that the signal peptide is linked in-frame
to the amino terminus of the antibody chain gene. The signal peptide can be an
immunoglobulin signal peptide or a heterologous signal peptide (i.e., a signal peptide
from a non-immunoglobulin protein).

In addition to the antibody chain genes, the expression vectors of the disclosure
typically carry regulatory sequences that control the expression of the antibody chain
genes in a host cell. The term "regulatory sequence” is intended to include promoters,
enhancers and other expression control elements (e.g., polyadenylation signals) that
control the transcription or translation of the antibody chain genes. Such regulatory
sequences are described, for example, in Goeddel (Gene Expression Technology.
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). It will be
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appreciated by those skilled in the art that the design of the expression vector, including
the selection of regulatory sequences, may depend on such factors as the choice of the
host cell to be transformed, the level of expression of protein desired, etc. Examples of
regulatory sequences for mammalian host cell expression include viral elements that
direct high levels of protein expression in mammalian cells, such as promoters and/or
enhancers derived from cytomegalovirus (CMV), Simian Virus 40 (SV40), adenovirus,
(e.g., the adenovirus major late promoter (AdMLP) and polyoma. Alternatively, nonviral
regulatory sequences may be used, such as the ubiquitin promoter or 3-globin promoter.
Still further, regulatory elements composed of sequences from different sources, such
as the SR promoter system, which contains sequences from the SV40 early promoter
and the long terminal repeat of human T cell leukemia virus type 1 (Takebe, Y. et al.
(1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

In addition to the antibody chain genes and regulatory sequences, the expression
vectors may carry additional sequences, such as sequences that regulate replication of
the vector in host cells (e.g., origins of replication) and selectable marker genes. The
selectable marker gene facilitates selection of host cells into which the vector has been
introduced (see, e.g., U.S. Pat. Nos. 4,399,216, 4,634,665 and 5,179,017, all by Axel et
al.). For example, typically the selectable marker gene confers resistance to drugs,
such as G418, hygromycin or methotrexate, on a host cell into which the vector has
been introduced. Selectable marker genes include the dihydrofolate reductase (DHFR)
gene (for use in dhfr- host cells with methotrexate selection/amplification) and the neo
gene (for G418 selection).

For expression of the light and heavy chains, the expression vector(s) encoding
the heavy and light chains is transfected into a host cell by any suitable techniques. The
various forms of the term "transfection” are intended to encompass a wide variety of
techniques commonly used for the introduction of exogenous DNA into a prokaryotic or
eukaryotic host cell, e.g., electroporation, calcium-phosphate precipitation, DEAE-
dextran transfection and the like. Although it is possible to express the antibodies of the
disclosure in either prokaryotic or eukaryotic host cells, expression of antibodies in
eukaryotic cells, and typically mammalian host cells, is most typical.

The present disclosure further provides a host cell containing a nucleic acid
molecule provided by the present disclosure. The host cell can be virtually any cell for
which expression vectors are available. It may be, for example, a higher eukaryotic host

cell, such as a mammalian cell, a lower eukaryotic host cell, such as a yeast cell, and
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may be a prokaryotic cell, such as a bacterial cell. Introduction of the recombinant
nucleic acid construct into the host cell can be effected by calcium phosphate
transfection, DEAE, dextran mediated transfection, electroporation or phage infection.

Suitable prokaryotic hosts for transformation include E. coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium and various species within the genera Pseudomonas,
Streptomyces, and Staphylococcus.

Mammalian host cells for expressing a binding molecule of the disclosure include,
for example, Chinese Hamster Ovary (CHO) cells (including dhfr- CHO cells, described
in Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220 (1980), used with a
DHFR selectable marker, e.g., as described in Kaufman and Sharp, J. Mol. Biol.
159:601-621 (1982), NSO myeloma cells, COS cells and Sp2 cells. In particular, for use
with NSO myeloma or CHO cells, another expression system is the GS (glutamine
synthetase) gene expression system disclosed in WO 87/04462, WO 89/01036 and EP
338,841. When expression vectors encoding antibody genes are introduced into
mammalian host cells, the antibodies are produced by culturing the host cells for a
period of time sufficient to allow for expression of the antibody in the host cells or
secretion of the antibody into the culture medium in which the host cells are grown.
Antibodies can be recovered from the culture medium using any suitable protein
purification methods.

D. COMPOSITIONS

In other aspects, the present disclosure provides a composition containing a
binding molecule provided by the disclosure. In one aspect, the composition is a
pharmaceutical composition comprising a binding molecule and a pharmaceutically
acceptable carrier. The compositions can be prepared by conventional methods known
in the art.

The term “pharmaceutical composition” and “pharmaceutical formulation” refer to
compositions comprising any of the binding molecules, any of the antibodies, any of the
antigen-binding portions thereof, or a derivative thereof, as described herein together
with one or more pharmaceutically acceptable excipients, diluents, or carriers as

required to prepare the dosage forms for the effective delivery of the binding molecule.
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In some embodiments, the present disclosure provides a composition comprising
an antibody, or an antigen-binding portion thereof, provided by the present disclosure
and a pharmaceutically acceptable carrier, wherein said antibody or an antigen-binding
portion comprises a variable domain comprising the CDR amino acid sequence set forth
in SEQ ID NO:30, and wherein said composition comprises not more than about 11%,
10%, 8%, 5%, 3%, or 2% of said antibody, or antigen-binding portion, that is
glycosylated at the asparagine of said amino acid sequence compared with the total
amount of antibody, or antigen-binding portion thereof, present in said composition. In
another embodiment, the composition comprises at least about 2% of said antibody, or
antigen-binding portion, that is glycosylated at the asparagine of said amino acid
sequence of SEQ ID NO:30 compared with the total amount of antibody, or antigen-

binding portion thereof, present in said composition.

As used herein, the term “excipient” means the substances used to formulate
active pharmaceutical ingredients into pharmaceutical formulations; in a preferred
embodiment, an excipient does not lower or interfere with the primary therapeutic effect
of the active pharmaceutical ingredients. Preferably, an excipient is therapeutically inert.
The term “excipient” encompasses carriers, diluents, vehicles, solubilizers, stabilizers,
bulking agents, acidic or basic pH-adjusting agents and binders. Excipients can also be
those substances present in a pharmaceutical formulation as an indirect or unintended
result of the manufacturing process. Preferably, excipients are approved for or
considered to be safe for human and animal administration, i.e., GRAS substances
(generally regarded as safe). GRAS substances are listed by the Food and Drug
administration in the Code of Federal Regulations (CFR) at 21 CFR 182 and 21 CFR

184, incorporated herein by reference.

The term "pharmaceutically acceptable carrier" refers to any inactive substance that
is suitable for use in a formulation for the delivery of a binding molecule. A carrier may be
an antiadherent, binder, coating, disintegrant, filler or diluent, preservative (such as
antioxidant, antibacterial, or antifungal agent), sweetener, absorption delaying agent,
wetting agent, emulsifying agent, buffer, and the like. Examples of suitable
pharmaceutically acceptable carriers include water, ethanol, polyols (such as glycerol,

propylene glycol, polyethylene glycol, and the like) dextrose, vegetable oils ( such as olive
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oil), saline, buffer, buffered saline, and isotonic agents such as sugars, polyalcohols,

sorbitol, and sodium chloride.

The term “buffering agent” refers to a pharmaceutically acceptable excipient,
which stabilizes the pH of a pharmaceutical preparation. Suitable buffers are well known
in the art and can be found in the literature. For example, histidine buffers, glycine
buffers, tris or acetate buffers, and/or the respective free acids or bases thereof, as well
as mixtures of the various salts and/or acids and bases thereof can be employed. In a
particular embodiment, buffers are histidine buffers, i.e. buffers having histidine,
generally L-histidine, as buffering agent. A particular buffer is L-histidine/HCI buffer,
comprising L-histidine, L-histidine monohydrochloride, or mixtures of L-histidine and L-
histidine monohydrochloride. The L-histidine buffers are generally used at a
concentration of about 0.05 mg/ml to about 10 mg/ml, about 0.1 mg/ml to about 5
mg/ml, or about 0.5 mg/ml to about 1 mg/ml. The L-histidine monohydrochloride
buffers are generally used at a concentration of about 0.1 mg/ml to about 10 mg/ml,

about 1 mg/ml to about 5 mg/ml, or about 2 mg/ml to about 4 mg/ml.

Regardless of the buffer used, the pH can be adjusted to a value in the range
from about 4.0 to about 7.0, or about 5.0 to about 6.0, with an acid or a base known in
the art, e.g. hydrochloric acid, acetic acid, phosphoric acid, sulfuric acid and citric acid,

sodium hydroxide and potassium hydroxide.

In one aspect the present invention relates to a pharmaceutical composition
comprising: 0.1 to 1 mg/ml of L-Histidine; 1 to 5 mg/ml of L-Histidine monohydrochloride;
50 to 100 mg/ml of Trehalose dehydrate; 0.01 to 0.1 mg/mL of Disodium EDTA
dihydrate; and 0.05 to 1 mg/mL of polysorbate 80; at a pH in the range of from 4.0 to
7.0.

In a particular embodiment, the concentration of the binding molecule comprised
in the composition according to the invention is in the range of about 10 to about 22

mg/ml.

In another particular embodiment, the buffering agent comprised in the

composition according to the invention is a histidine buffer, for example, a L-
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histidine/HCI buffer, or an acetate buffer or a sodium acetate buffer. In a particular

embodiment, the buffering agent is L-histidine/HCI.

In a particular embodiment, the buffer is at a concentration of about 0.1 mM to
about 50 mM, or from 1mM to about 25 mM.

The pH of a composition of the invention may be chosen from the following
ranges: from 3 to 10, or from 4 to 9. In a particular embodiment, the buffering agent
provides a pH of 5.0 to 6.0 or 5.5+£0.3. Routine pH adjustments inside or outside of
these ranges may be necessary to improve solubility or stability of the polypeptide or

other components of the composition.

In one embodiment, the composition comprises a polysorbate, for example,
polysorbate 20 or polysorbate 80. In a particular embodiment, the polysorbate 80 is at a

concentration of 0.01 to 10 mg/ml, 0.5 to 5 mg/ml or 0.1 to 0.5 mg/ml.

In one embodiment, at least one stabilizer comprised in the composition
according to the invention is selected from the group of salts, for example, sodium
chloride, saccharides, trehalose dihydrate or sucrose, and amino acids, such as arginine
hydrochloride. In a particular embodiment, at least one stabilizer is at a concentration of
10 to 200 mg/ml, 20 to 150 mg/ml, or 50 to 100 mg/ml.

As used herein, the terms “chelating agent” generally refers to an excipient that
can form at least one bond (e.g., covalent, ionic, or otherwise) to a metal ion. A
chelating agent is typically a multidentate ligand that can be used in selected liquid
compositions as a stabilizer to complex with species, which might promote instability.
Often, compounds that can act as a chelating agent will have electron-rich functional
groups. Suitable electron-rich functional groups include carboxylic acid groups, hydroxy
groups and amino groups. Arrangement of these groups in aminopolycarboxylic acids,
hydroxypolycarboxylic acids, hydroxyaminocarboxylic acids, and the like, result in

moieties that have the capacity to bind metal.

However, the present invention is not intended to be limited to chelating agents
that enhance antibody stability primarily by the chelating agent's ability to form bonds
with a metal ion. Therefore, the present invention is not intended to be limited by the

specific mechanism by which the chelating agent stabilizes the compositions of the
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present invention and the excipients termed chelating agents herein may achieve their
antibody stability enhancing properties primarily through mechanisms that are altogether

unrelated to the chelating agent's ability to form bonds with a metal ion.

Chelating agents that are suitable for use in the present invention, include, but
are not limited to, aminopolycarboxylic acids, hydroxyaminocarboxylic acids, N-
substituted glycines, 2-(2-amino-2-oxoethyl) aminoethane sulfonic acid (BES),
deferoxamine (DEF), citric acid, niacinamide, and desoxycholates. Examples of suitable
aminopolycarboxylic acids include ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
diethylenetriamine pentaacetic acid 5 (DTPA), nitrilotriacetic acid (NTA), N-2-acetamido-
2-iminodiacetic acid (ADA), bis(aminoethyl)glycolether, N,N,N’,N'-tetraacetic acid-
(EGTA), trans-diaminocyclohexane tetraacetic acid (DCTA), glutamic acid, and aspartic
acid. Examples of suitable hydroxyaminocarboxylic acids include N-
hydroxyethyliminodiacetic acid (HIMDA), N,N-bis-hydroxyethylglycine (bicine) and N-
(trishydroxymethylmethyl) 10 glycine (tricine). An example of a suitable N-substituted
glycine is glycylglycine. An example of a suitable desoxycholate is sodium

desoxycholate.

Chelating agents used in the invention can be present, where possible, as the
free acid or free base form of the compound (e.g., referred to interchangeably herein as
“‘EDTA” or “edetate”) or as a corresponding salt form (e.g., the corresponding acid
addition salt or base addition salt, such as disodium edetate). Suitable acid addition
salts, e.g., include alkali metal salts (e.g., sodium or potassium salts), alkaline earth
metal salts (e.g., calcium), and salts can be prepared using other weakly bound metal
ions. As is known in the art, the nature of the salt and the number of charges to be
neutralized will depend on the number of carboxyl groups present and the pH at which
the stabilizing chelating agent is supplied. As is also known in the art, chelating agents
have varying strengths with which particular target ions are bound. By way of further
illustration, suitable salts of EDTA include dipotassium edetate, disodium edetate,
edetate calcium disodium, sodium edetate, trisodium edetate, and potassium edetate;

and a suitable salt of deferoxamine (DEF) is deferoxamine mesylate (DFM).

Chelating agents used in the invention can be present as an anhydrous, solvated
or hydrated form of the compound or corresponding salt. Where the chelating agent is in

a solvated or hydrated form, it can be present in varying states of solvation or hydration
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(including, e.g., anhydrous, hydrated, dihydrated, and trihydrated forms). By way of
further illustration, a suitable hydrate of EDTA is disodium EDTA dihydrate. In one
embodiment, the disodium EDTA dihydrate is at a concentration of 0.001 to 5 mg/ml,
0.01 to 2 mg/ml, and 0.02 to 0.5 mg/ml. In another embodiment, the chelating agent
can reduce or prevent aggregation of the antibodies in the compositions described
herein. Such chelating agents can reduce or prevent degradation of an antibody that is

formulated without the protection of a chelating agent.

Pharmaceutical compositions can generally be tailored to the specific intended
route of administration. Multiple techniques of administering a compound exist in the art
including, but not limited to, oral, aerosol, parenteral, and topical administration. The
compositions may be in any suitable forms, such as liquid, semi-solid, and solid dosage
forms. Examples of liquid dosage forms include solution (e.g., injectable and infusible
solutions), microemulsion, liposome, dispersion, or suspension. Examples of solid
dosage forms include tablet, pill, capsule, microcapsule, and powder. A particular form
of the composition suitable for delivering a binding molecule is a sterile liquid, such as a
solution, suspension, or dispersion, for injection or infusion. Sterile solutions can be
prepared by incorporating the antibody in the required amount in an appropriate carrier,
followed by sterilization microfiltration. Generally, dispersions are prepared by
incorporating the antibody into a sterile vehicle that contains a basic dispersion medium
and other carriers. In the case of sterile powders for the preparation of sterile liquid,
methods of preparation include vacuum drying and freeze-drying (lyophilization) to yield
a powder of the active ingredient plus any additional desired ingredient from a
previously sterile-filtered solution thereof. The various dosage forms of the

compositions can be prepared by conventional techniques known in the art.

The relative amount of a binding molecule included in the composition will vary
depending upon a number of factors, such as the specific binding molecule and carriers
used, dosage form, and desired release and pharmacodynamic characteristics. In one
embodiment, the composition comprises a binding molecule wherein said binding
molecule concentration is between 1 to 100 mg/ml, between 5 to 50 mg/ml, or between
10 to 22 mg/ml. The amount of a binding molecule in a single dosage form will
generally be that amount which produces a therapeutic effect, but may also be a lesser

amount. Generally, this amount will range from about 0.01 percent to about 99 percent,
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from about 0.1 percent to about 70 percent, or from about 1 percent to about 30 percent
relative to the total weight of the dosage form.

In addition to the binding molecule, one or more additional therapeutic agents may
be included in the composition. Examples of additional therapeutic agents are described
herein below. The suitable amount of the additional therapeutic agent to be included in the
composition can be readily selected by a person skilled in the art, and will vary depending
on a number of factors, such as the particular agent and carriers used, dosage form, and
desired release and pharmacodynamic characteristics. The amount of the additional
therapeutic agent included in a single dosage form will generally be that amount of the
agent which produces a therapeutic effect, but may be a lesser amount as well.

E. USE OF THE BINDING MOLECULES AND PHARMACEUTICAL

COMPOSITIONS

Binding molecules and pharmaceutical compositions provided by the present
disclosure are useful for therapeutic, diagnostic, or other purposes, such as enhancing
an immune response, treating cancer, enhancing efficacy of other cancer therapy,
enhancing vaccine efficacy, or treating autoimmune diseases. Thus, in other aspecits,
the present disclosure provides methods of using the binding molecules or
pharmaceutical compositions. In one aspect, the present disclosure provides a method
of treating a disorder in a mammal, which comprises administering to the mammal in
need of treatment a therapeutically effective amount of a binding molecule provided by
the disclosure. The binding molecule may be a 4-1BB agonist or antagonist. In some
embodiments, the binding molecule is a 4-1BB agonist. In some embodiments, the
mammal is a human.

In some embodiments, the disorder is a cancer. A variety of cancers where 4-
1BB is implicated, whether malignant or benign and whether primary or secondary, may
be treated or prevented with a method provided by the disclosure. Examples of such
cancers include lung cancers such as bronchogenic carcinoma (e.g., squamous cell
carcinoma, small cell carcinoma, large cell carcinoma, and adenocarcinoma), alveolar
cell carcinoma, bronchial adenoma, chondromatous hamartoma (noncancerous), and
sarcoma (cancerous); heart cancer such as myxoma, fibromas, and rhabdomyomas;
bone cancers such as osteochondromas, condromas, chondroblastomas,
chondromyxoid fibromas, osteoid osteomas, giant cell tumors, chondrosarcoma,
multiple myeloma, osteosarcoma, fibrosarcomas, malignant fibrous histiocytomas,

Ewing's tumor (Ewing's sarcoma), and reticulum cell sarcoma; brain cancer such as
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gliomas (e.g., glioblastoma multiforme), anaplastic astrocytomas, astrocytomas,
oligodendrogliomas, medulloblastomas, chordoma, Schwannomas, ependymomas,
meningiomas, pituitary adenoma, pinealoma, osteomas, hemangioblastomas,
craniopharyngiomas, chordomas, germinomas, teratomas, dermoid cysts, and
angiomas; cancers in digestive system such as leiomyoma, epidermoid carcinoma,
adenocarcinoma, leiomyosarcoma, stomach adenocarcinomas, intestinal lipomas,
intestinal neurofibromas, intestinal fibromas, polyps in large intestine, and colorectal
cancers; liver cancers such as hepatocellular adenomas, hemangioma, hepatocellular
carcinoma, fibrolamellar carcinoma, cholangiocarcinoma, hepatoblastoma, and
angiosarcoma; kidney cancers such as kidney adenocarcinoma, renal cell carcinoma,
hypernephroma, and transitional cell carcinoma of the renal pelvis; bladder cancers;
hematological cancers such as acute lymphocytic (lymphoblastic) leukemia, acute
myeloid (myelocytic, myelogenous, myeloblastic, myelomonocytic) leukemia, chronic
lymphocytic leukemia (e.g., Sezary syndrome and hairy cell leukemia), chronic
myelocytic (myeloid, myelogenous, granulocytic) leukemia, Hodgkin's lymphoma, non-
Hodgkin's lymphoma, B cell lymphoma, mycosis fungoides, and myeloproliferative
disorders (including myeloproliferative disorders such as polycythemia vera,
myelofibrosis, thrombocythemia, and chronic myelocytic leukemia); skin cancers such
as basal cell carcinoma, squamous cell carcinoma, melanoma, Kaposi's sarcoma, and
Paget's disease; head and neck cancers; eye-related cancers such as retinoblastoma
and intraoccular melanocarcinoma; male reproductive system cancers such as benign
prostatic hyperplasia, prostate cancer, and testicular cancers (e.g., seminoma,
teratoma, embryonal c¢arcinoma, and choriocarcinoma); breast cancer; female
reproductive system cancers such as uterine cancer (endometrial carcinoma), cervical
cancer (cervical carcinoma), cancer of the ovaries (ovarian carcinoma), vulvar
carcinoma, vaginal carcinoma, fallopian tube cancer, and hydatidiform mole; thyroid
cancer (including papillary, follicular, anaplastic, or medullary cancer);
pheochromocytomas (adrenal gland); noncancerous growths of the parathyroid glands;
pancreatic cancers; and hematological cancers such as leukemias, myelomas, non-
Hodgkin's lymphomas, and Hodgkin's lymphomas.

In some other embodiments, the disorder is an autoimmune disease. Examples
of autoimmune diseases that may be treated with the binding molecules include

autoimmune encephalomyelitis, lupus erythematosus, and rheumatoid arthritis. The
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binding molecule may also be used to treat inflammation (such as allergic asthma) and
chronic graft-versus-host disease,

In another aspect, the present disclosure provides a method of enhancing an
immune response in a mammal, which comprises administering to the mammal a
therapeutically effective amount of a binding molecule provided by the disclosure. In
some embodiments, the binding molecule is a 4-1BB antibody or antigen-binding
fragment thereof and the mammal is a human. In a further embodiment, the binding
molecule is 4-1BB agonist antibody or an antigen-binding fragment thereof. The term
"enhancing immune response” or its grammatical variations, means stimulating,
evoking, increasing, improving, or augmenting any response of a mammal's immune
system. The immune response may be a cellular response (i.e. cell-mediated, such as
cytotoxic T lymphocyte mediated) or a humoral response (i.e. antibody mediated
response), and may be a primary or secondary immune response. Examples of
enhancement of immune response include increased CD4+ helper T cell activity and
generation of cytolytic T cells. The enhancement of immune response can be assessed
using a number of in vitro or in vivo measurements known to those skilled in the art,
including, but not limited to, cytotoxic T lymphocyte assays, release of cytokines (for
example IL-2 production), regression of tumors, survival of tumor bearing animals,
antibody production, immune cell proliferation, expression of cell surface markers, and
cytotoxicity. Typically, methods of the disclosure enhance the immune response by a
mammal when compared to the immune response by an untreated mammal or a
mammal not treated using the claimed methods. In one embodiment, the binding
molecule is used to enhance the immune response of a human to a microbal pathogen
(such as a virus). In another embodiment, the binding molecule is used to enhance the
immune response of a human to a vaccine. The binding molecule may be a 4-1BB
agonist or antagonist. In some embodiments, the binding molecule is a 4-1BB agonist.
In one embodiment, the method enhances a cellular immune response, particularly a
cytotoxic T cell response. In another embodiment, the cellular immune response isa T
helper cell response. In still another embodiment, the immune response is a cytokine
production, particularly IL-2 production. The binding molecule may be used to enhance
the immune response of a human to a microbial pathogen (such as a virus) or to a
vaccine.  The binding molecule may be a 4-1BB agonist or antagonist. In some

embodiments, the binding molecule is a 4-1BB agonist.
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In practicing the therapeutic methods, the binding molecules may be
administered alone as monotherapy, or administered in combination with one or more
additional therapeutic agents or therapies. Thus, in another aspect, the present
disclosure provides a combination therapy, which comprises a binding molecule in
combination with one or more additional therapies or therapeutic agents for separate,
sequential or simultaneous administration. The term “additional therapy” refers to a
therapy which does not employ a binding molecule provided by the disclosure as a
therapeutic agent. The term “additional therapeutic agent” refers to any therapeutic
agent other than a binding molecule provided by the disclosure. In one particular
aspect, the present disclosure provides a combination therapy for treating cancer in a
mammal, which comprises administering to the mammal a therapeutically effective
amount of a binding molecule provided by the disclosure in combination with one or
more additional therapeutic agents. In a further embodiment, the mammal is a human.

A wide variety of cancer therapeutic agents may be used in combination with a
binding molecule provided by the present disclosure. One of ordinary skill in the art will
recognize the presence and development of other cancer therapies which can be used
in combination with the methods and binding molecules of the present disclosure, and
will not be restricted to those forms of therapy set forth herein. Examples of categories
of additional therapeutic agents that may be used in the combination therapy for treating
cancer include (1) chemotherapeutic agents, (2) immunotherapeutic agents, and (3)
hormone therapeutic agents.

The term “chemotherapeutic agent” refers to a chemical or biological substance
that can cause death of cancer cells, or interfere with growth, division, repair, and/or
function of cancer cells. Examples of chemotherapeutic agents include those that are
disclosed in WO 2006/088639, WO 2006/129163, and US 20060153808, the
disclosures of which are incorporated herein by reference. Examples of particular
chemotherapeutic agents include: (1) alkylating agents, such as chlorambucil
(LEUKERAN), mcyclophosphamide (CYTOXAN), ifosfamide (IFEX), mechlorethamine
hydrochloride (MUSTARGEN), thiotepa (THIOPLEX), streptozotocin (ZANOSAR),
carmustine (BICNU, GLIADEL WAFER), lomustine (CEENU), and dacarbazine (DTIC-
DOME); (2) alkaloids or plant vinca alkaloids, including cytotoxic antibiotics, such as
doxorubicin (ADRIAMYCIN), epirubicin (ELLENCE, PHARMORUBICIN), daunorubicin
(CERUBIDINE, DAUNOXOME), nemorubicin, idarubicin (IDAMYCIN PFS, ZAVEDOS),
mitoxantrone (DHAD, NOVANTRONE). dactinomycin (actinomycin D, COSMEGEN),
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plicamycin (MITHRACIN), mitomycin (MUTAMYCIN), and bleomycin (BLENOXANE),
vinorelbine tartrate (NAVELBINE)), vinblastine (VELBAN), vincristine (ONCOVIN), and
vindesine (ELDISINE); (3) antimetabolites, such as capecitabine (XELODA), cytarabine
(CYTOSAR-U), fludarabine (FLUDARA), gemcitabine (GEMZAR), hydroxyurea
(HYDRA), methotrexate (FOLEX, MEXATE, TREXALL), nelarabine (ARRANON),
trimetrexate (NEUTREXIN), and pemetrexed (ALIMTA); (4) Pyrimidine antagonists,
such as 5-fluorouracil (5-FU); capecitabine (XELODA), raltitrexed (TOMUDEX), tegafur-
uracil (UFTORAL), and gemcitabine (GEMZAR); (5) taxanes, such as docetaxel
(TAXOTERE), paclitaxel (TAXOL); (6) platinum drugs, such as cisplatin (PLATINOL)
and carboplatin (PARAPLATIN), and oxaliplatin (ELOXATIN); (7) topoisomerase
inhibitors, such as irinotecan (CAMPTOSAR), topotecan (HYCAMTIN), etoposide
(ETOPOPHOS, VEPESSID, TOPOSAR), and teniposide (VUMON), (8)
epipodophyllotoxins (podophyllotoxin derivatives), such as etoposide (ETOPOPHOS,
VEPESSID, TOPOSAR); (9) folic acid derivatives, such as leucovorin
(WELLCOVORIN); (10) nitrosoureas, such as carmustine (BiCNU), lomustine (CeeNU);
(11) inhibitors of receptor tyrosine kinase, including epidermal growth factor receptor
(EGFR), vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin receptor, insulin-like growth
factor receptor (IGFR), hepatocyte growth factor receptor (HGFR), and platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR), such as gefitinib (IRESSA), erlotinib (TARCEVA),
bortezomib (VELCADE), imatinib mesylate (GLEEVEC), genefitinib, lapatinib, sorafenib,
thalidomide, sunitinib (SUTENT), axitinib, rituximab (RITUXAN, MABTHERA),,
trastuzumab (HERCEPTIN), cetuximab (ERBITUX), bevacizumab (AVASTIN), and
ranibizumab (LUCENTIS), lym-1 (ONCOLYM), antibodies to insulin-like growth factor -1
receptor (IGF-1R) that are disclosed in WO2002/053596); (12) angiogenesis inhibitors,
such as bevacizumab (AVASTIN ), suramin (GERMANIN), angiostatin, SU5416,
thalidomide, and matrix metalloproteinase inhibitors (such as batimastat and
marimastat), and those that are disclosed in W02002055106; and (13) proteasome
inhibitors, such as bortezomib (VELCADE).

The term “immunotherapeutic agents” refers to a chemical or biological
substance that can enhance an immune response of a mammal. Examples of
immunotherapeutic agents include: bacillus Calmette-Guerin (BCG); cytokines such as
interferons; vaccines such as MyVax personalized immunotherapy, Onyvax-P,
Oncophage, GRNVACH1, Favld, Provenge, GVAX, Lovaxin C, BiovaxID, GMXX, and
NeuVax; and antibodies such as alemtuzumab (CAMPATH), bevacizumab (AVASTIN),
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cetuximab (ERBITUX), gemtuzunab ozogamicin (MYLOTARG), ibritumomab tiuxetan
(ZEVALIN), panitumumab (VECTIBIX), rituximab (RITUXAN, MABTHERA), trastuzumab
(HERCEPTIN), tositumomab (BEXXAR), ipilimumab (YERVOQY) tremelimumab, CAT-
3888, agonist antibodies to OX40 receptor (such as those disclosed in
WO02009/079335), agonist antibodies to CD40 receptor (such as those disclosed in
WO02003/040170, and TLR-9 agonists (such as those disclosed in WO2003/015711,
W02004/016805, and W0O2009/022215).

The term "hormone therapeutic agent” refers to a chemical or biological
substance that inhibits or eliminates the production of a hormone, or inhibits or
counteracts the effect of a hormone on the growth and/or survival of cancerous cells.
Examples of such agents suitable for the methods herein include those that are
disclosed in US20070117809. Examples of particular hormone therapeutic agents
include tamoxifen (NOLVADEX), toremifene (Fareston), fulvestrant (FASLODEX),
anastrozole (ARIMIDEX), exemestane (AROMASIN), letrozole (FEMARA), megestrol
acetate (MEGACE), goserelin (ZOLADEX), and leuprolide (LUPRON). The binding
molecules of this disclosure may also be used in combination with non-drug hormone
therapies such as (1) surgical methods that remove all or part of the organs or glands
which participate in the production of the hormone, such as the ovaries, the testicles, the
adrenal gland, and the pituitary gland, and (2) radiation treatment, in which the organs
or glands of the patient are subjected to radiation in an amount sufficient to inhibit or
eliminate the production of the targeted hormone.

The combination therapy for treating cancer also encompasses the combination
of a binding molecule with surgery to remove a tumor. The binding molecule may be
administered to the mammal before, during, or after the surgery.

The combination therapy for treating cancer also encompasses combination of a
binding molecule with radiation therapy, such as ionizing (electromagnetic) radiotherapy
(e.g., X-rays or gamma rays) and particle beam radiation therapy (e.g., high linear
energy radiation). The source of radiation can be external or internal to the mammal.
The binding molecule may be administered to the mammal before, during, or after the
radiation therapy.

The binding molecules and compositions provided by the present disclosure can
be administered via any suitable enteral route or parenteral route of administration. The
term “enteral route” of administration refers to the administration via any part of the

gastrointestinal tract. Examples of enteral routes include oral, mucosal, buccal, and
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rectal route, or intragastric route. “Parenteral route” of administration refers to a route of
administration other than enteral route. Examples of parenteral routes of administration
include intravenous, intramuscular, intradermal, intraperitoneal, intratumor, intravesical,
intraarterial, intrathecal, intracapsular, intraorbital, intracardiac, transtracheal,
intraarticular, subcapsular, subarachnoid, intraspinal, epidural and intrasternal,
subcutaneous, or topical administration. The antibodies and compositions of the
disclosure can be administered using any suitable method, such as by oral ingestion,
nasogastric tube, gastrostomy tube, injection, infusion, implantable infusion pump, and
osmotic pump. The suitable route and method of administration may vary depending on
a number of factors such as the specific antibody being used, the rate of absorption
desired, specific formulation or dosage form used, type or severity of the disorder being
treated, the specific site of action, and conditions of the patient, and can be readily
selected by a person skilled in the art

The term “therapeutically effective amount” of a binding molecule refers to an
amount that is effective for an intended therapeutic purpose. For example, in the context
of enhancing an immune response, a “therapeutically effective amount” is any amount
that is effective in stimulating, evoking, increasing, improving, or augmenting any
response of a mammal's immune system. In the context of treating a disease, a
"therapeutically effective amount” is any amount that is sufficient to cause any desirable
or beneficial effect in the mammal being treated. Specifically, in the treatment of cancer,
examples of desirable or beneficial effects include inhibition of further growth or spread
of cancer cells, death of cancer cells, inhibition of reoccurrence of cancer, reduction of
pain associated with the cancer, or improved survival of the mammal. The
therapeutically effective amount of a 4-1BB antibody usually ranges from about 0.001 to
about 500 mg/kg, and more usually about 0.01 to about 100 mg/kg, of the body weight
of the mammal. For example, the amount can be about 0.3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg, 50 mg/kg, or 100 mg/kg of body weight of the mammal. In some
embodiments, the therapeutically effective amount of a 4-1BB antibody is in the range of
about 0.01 — 30 mg/kg of body weight of the mammal. In some other embodiments, the
therapeutically effective amount of a 4-1BB antibody is in the range of about 0.05 — 15
mg/kg of body weight of the mammal. The precise dosage level to be administered can
be readily determined by a person skilled in the art and will depend on a number of
factors, such as the type, and severity of the disorder to be treated, the particular

binding molecule employed, the route of administration, the time of administration, the
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duration of the treatment, the particular additional therapy employed, the age, sex,
weight, condition, general health and prior medical history of the patient being treated,
and like factors well known in the medical arts.

A binding molecule or composition is usually administered on multiple occasions.
Intervals between single doses can be, for example, weekly, monthly, every three
months or yearly. An exemplary treatment regimen entails administration once per
week, once every two weeks, once every three weeks, once every four weeks, once a
month, once every three months or once every three to six months. Typical dosage
regimens for a 4-1BB antibody include 1 mg/kg body weight or 3 mg/kg body weight via
intravenous administration, using one of the following dosing schedules: (i) every four
weeks for six dosages, then every three months; (i) every three weeks; (iii) 3 mg/kg
body weight once followed by 1 mg/kg body weight every three weeks.

The present disclosure is further illustrated by the following examples which
should not be construed as further limiting. The contents of all figures and all
references, patents and published patent applications cited throughout this disclosure

are expressly incorporated herein by reference in their entirety.
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EXAMPLES
EXAMPLE 1: GENERATION OF FAB FRAGMENTS THAT BIND TO
4-1BB

Certain antibodies provided by the present invention were originally generated
from Fabs that bind to human 4-1BB. The Fabs were selected from a phage display
library, the MorphoSys HUCAL GOLD® phagemid library, following alternating panning
on 4-1BB FC and cells expressing human 4-1BB. These Fabs include those that are
designated as “Fab-6032,” “Fab-7361,” “Fab-7480,” and “Fab-7483.” 4-1BB antibodies
MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, and MOR-7483 disclosed in this application were
generated from “Fab-6032,” “Fab-7361,” “Fab-7480,” and “Fab-7483, respectively. The
amino acid sequence of the light chain variable region and heavy chain variable region
of a given Fab are identical to the amino acid sequence of the light chain variable region
and heavy chain variable region, respectively, of an illustrative antibody the designation
of which shares the same numerical number with the designation of the Fab. For
example, Fab-7480 and antibody MOR-7480 have identical amino acid sequences for
their light chain variable region and heavy chain variable region, respectively.

The phagemid library is based on the HuCAL® concept (Knappik et al., 2000, J.
Mol. Biol. 296(1):57-86) and employs the CysDispIayT'\’I technology for displaying the
Fab on the phage surface (Lodhning, WO 01/05950). HUCAL GOLD® provides the option
of performing selections with six single sub-libraries each comprising one VH (VH1,
VH2, VH3, VH4, VH5, VH6) master gene combined with all seven VL master genes or
performing selections using combined phage pools. Phage for the 1st round of pannings
were prepared by Hyperphage (M13KO7Aplll, obtained from Progen, Heidelberg,
Germany). HuCAL GOLD® is described in detail in Christine Rothe, et. al, J. Mol. Biol.
(2008) 376, 1182-1200.

Solid phase panning was performed using recombinant human 4-1BB-F¢ (R&D
Systems, Cat. No. 838-4B; Minneapolis, MN).
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EXAMPLE 2. CHARACTERIZATIONS OF FABS

The characterizations of the four Fabs described in example 1 were determined
in the assays described below using the monovalent Fab-format comprising a Fab
having a Flag/His-Tag.

2A. Affinity Determined with Solution Equilibrium Titration (SET) Method

The affinity (as expressed as Kp) of the four Fabs was determined using the SET

method using an instrumentation from Meso Scale Discovery (“MSD”). Monomer
fractions of antibody protein were used (at least 90% monomer content, analyzed by
analytical SEC; Superdex75 (Amersham Pharmacia) for Fab, or Tosoh G3000SWXL
(Tosoh Bioscience) for IgG, respectively).

Affinity determination in solution was basically performed as described in the
literature (Friguet et al. 1985). In order to improve the sensitivity and accuracy of the
SET method, it was transferred from classical ELISA to ECL based technology (Haenel
et al. 2005).

1 mg/ml goat-anti-human (Fab), fragment specific antibodies (Dianova) were
labeled with MSD Sulfo-TAG™ NHS-Ester (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD,
USA) according to manufacturer's instructions.

The experiments were carried out in polypropylene microtiter plates and PBS pH
7.4 with 0.5% BSA and 0.02% Tween 20 as assay buffer. Unlabeled human 4-1BB was
diluted in a 2" series, starting with a concentration at least 10 times higher than the
expected Kp. Wells without antigen were used to determine Bn.x values; wells with
assay buffer were used to determine background. After addition of, e.g., 30 pM Fab
(final concentration in 60 pL final volume), the mixture was incubated overnight at room
temperature. The Fab concentration applied was similar to or below the expected Kp.

Standard MSD plates were coated with 0.05 pg/ml human 4-1BB in PBS (30
pL/well), incubated overnight, and blocked with 3% BSA in PBS for 1 hour. After
washing the plate with assay buffer, the equilibrated samples were transferred to those
plates (30 pL per well) and incubated for 20 minutes. After washing, 30 uL/well of the
MSD Sulfo-tag labeled detection antibody (goat anti-human (Fab); ) in a final dilution of
1:1500 was added to the MSD plate and incubated for 30 min on an Eppendorf shaker
(700 rpm).

After washing the plate and adding 30 pL/well MSD Read Buffer T with
surfactant, electrochemiluminescence signals were detected using a Sector Imager
6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USA).
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The data were evaluated with XLfit (IDBS) software applying customized fitting
models. For Kp determination of Fab molecules the following fit model was used (Haenel
et al.,, 2005) and modified according to Abraham et al. (1996, J. Molec. Recog. 9(5-
6):456-461):

y=B_, —[ By ([Fab]t+x+KD—\/([Fab]t+x+KD)2—4x[Fab]t)]

2[Fab |,
[Fab]: Applied total Fab concentration
X: Applied total soluble antigen concentration (binding sites)

Bmax: Maximal signal of Fab without antigen
Kp:  Affinity

Results are presented in Table 3.

2B. Biacore Kp Determination on Directly Coated Antigen

For Kp determination, monomeric Fab fractions (at least 90% monomer content,
analyzed by analytical SEC; Superdex75, Amersham Pharmacia) were used as analyte.
Binding to immobilized antigen was analyzed using a BIAcore3000 instrument (Biacore,
Sweden).

The kinetic rate constants kon and kosf were determined with serial dilutions of the
respective Fab binding to covalently immobilized antigen CD137/ HUMAN 4-1BB using
the Biacore 3000 instrument (Biacore, Uppsala, Sweden). For covalent antigen
immobilization standard EDC-NHS amine coupling chemistry was used. Kinetic
measurements were done in HBS-EP (10mM HEPES; pH 7.4; 150mM NacCl; 3mM
EDTA; Tween20 0.005%) at a flow rate of 20 yl/minute using Fab concentrations
ranging from about 16 to 500 nM. The injection time for each concentration was 1
minute, followed by at least 3 minutes dissociation phase. For regeneration, one or more
5 ul injections of Glycine/HCI pHZ were used.

For Kp estimation of whole IgG molecules, IgGs were injected as samples on a
F1 sensor chip with a low density of covalently immobilized human 4-1BB (approx. 130
RU) using a 2" serial dilution with concentrations ranging from 16 to 500 nM.
Sensorgrams were evaluated using a bivalent fit model a qualitatively compared to rank

the corresponding Kp values.
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All sensorgrams were fitted using BIA evaluation software 3.1 (Biacore). Results

are presented in Table 3.

2C. Binding of Fabs in ELISA Assay
5 The binding of the four Fabs were determined using standard ELISA techniques

on directly coated human 4-1BB/Fc. Results are presented in Table 3.

2D. Binding of Fabs in FACS assay

The binding of the four Fabs was determined using standard FACS assay

10 technigues on HEK293 cells stably transfected and expressing human 4-1BB as well as

300.19 (murine B-cell line) negative control cells. The results are presented in Table 3.

Table 3. Binding Properties of Fabs

BlAcore SET Affinity | ELISA Assay | FACS Assay
Fab Affinity Kb [pM] EC50 [nM] EC50 [nM]
Ko [nM]
Fab-6032 66 Not 1.0 270
measured
Fab-7361 118 Not 0.6 105
measured
Fab-7480 0.5 46 0.7 0.9
Fab-7483 0.7 43 0.6 8.9
15 EXAMPLE 3: CHARACTERIZATION OF IgGs

Several Fabs obtained from the panning as described herein, including Fab-

6032, Fab-7361, Fab-7480, and Fab-7483, were selected for conversion into full length
antibodies in IgG1 and 1gG4 formats for further characterizations as described in this
example. The four illustrative antibodies identified in this example, ie., MOR-6032,

20 MOR-7361, MOR-7480, and MOR-7483, were converted from Fab-6032, Fab- 7361,
Fab-7480, and Fab-7483, respectively. The antibodies in 1gG format were expressed

and purified, and then characterized in ELISA, FACS, and luciferase reporter gene

assays.
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3A. Conversion to 1gG

In order to express full length IgG, variable domain fragments of heavy (VH) and
light chains (VL) were subcloned from Fab expression vectors into appropriate
pMorph®_higG vectors for human IgG1 and human IgG4.

5 3B. Transient Expression and Purification of Human 1gG

Transient expression of full length human IgG was performed in HKB11 cells,
which were transfected with 1gG heavy and light chain expression vectors at a 1:1 ratio.
Cell culture supernatant was harvested after transfection and upscaled to 3-fold
transfection volume, respectively. Supernatant was cleared by centrifugation and
10 filtration, and then subjected to standard protein A affinity chromatography (MabSelect
SURE, GE Healthcare). Proteins were eluted and neutralized. Further downstream
processing involved buffer exchange and sterile filtration. Protein concentrations were
determined by UV-spectrophotometry. Purity of IgG was analyzed under denaturing,
reducing and denaturing, non-reducing conditions in SDS-PAGE or by using Agilent
15 BioAnalyzer. HP-SEC was performed to analyze 1gG preparations in native state.
3C. Characterization of 1gGs in ELISA Assay

IgGs were used for ELISA binding characterization on human 4-1BB/F¢ and

mouse 4-1BB/Fc in a direct coated setup. Table 4 below sets out the ELISA binding
results for antibodies MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, and MOR-7483, all in 1gG1
20 format.

Table 4. Binding of IgG1s in ELISA Assay

Antibody Human 4-1BB/Fc Mouse 4-1BB/Fc
ECso [nM]
MOR-6032 0.2 -
MOR-7361 0.3 -
MOR-7480 0.7 (+)
MOR-7483 0.9 -

3D. Binding Selectivity of Antibodies (FACS Assay)

25 The selectivity of antibodies for 4-1BB was assessed against extracellular domain

protein of 4-1BB and other members of the TNFR superfamily. These receptors
included CD40 (TNFRSF5) and OX-40 (CD134, TNFRSF4). 1gGs were used for FACS
binding characterization on negative control HEK293 cells, as well as HEK293T-h4-1BB
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cells stably transfected and expressing human 4-1BB, and 300.19 stably transfected
cells expressing OX-40, and 300.19 cells stably transfected and expressing CD40. The
FACS binding results for antibodies MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, and MOR-
7483, all in 1gG1 format, are presented in Table 5. No significant binding to OX-40 or
5 CDA40 was observed at concentrations up to 1000 nM, demonstrating that the antibodies

are at least 100-fold more selective for 4-1BB versus other related family members

tested.
Table 5. Binding Selectivity of Antibodies (IgG1) in FACS Assay
Antibody HEK293T parental 300.19 | 300.19 300.19
4-1BB HEK293 OX-40 CD40 parental
ECso [NM]

MOR-6032 0.6 - - - -

MOR-7361 0.8 - - - -

MOR-7480 0.6 - - - -

MOR-7483 0.5 (+) - - -

10 3E. Characterization of IgGs in Luciferase Reporter Gene Assay

IgGs were also characterized for binding in a luciferase reporter gene assay
using HEK293T-h4-1BB cells in a plate bound assay, a soluble binding assay, and
cross-linked binding assay. Table 6 sets out the results of the luciferase reporter gene

15  assay for antibodies MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, and MOR-7483, all in 1gG1

format.

Table 6. Characterization of IgG1 in Luciferase Reporter Gene Assay

20

Luciferase reporter gene assay of IgGs
Antibody plate-bound | soluble cross-linked
MOR-6032 +++ - +++
MOR-7361 + - +++
MOR-7480 + - +++
MOR-7483 + - +++

EXAMPLE 4. STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF ANTIBODIES MOR-
6032, MOR-7361, MOR-7480, and MOR-7483
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The procedures described above in Examples 1 - 3 were used to produce several
fully human anti-4-1BB IgG2 antibodies, including antibodies designated as “MOR-
6032”, “MOR-7361", “MOR-7480", and “MOR-7483.” The cDNA sequences encoding
the heavy and light chain variable regions of the MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480,
and MOR-7483 monoclonal antibodies were obtained using standard PCR techniques
and were sequenced using standard DNA sequencing techniques.

The nucleotide and amino acid sequences of the heavy chain variable region, full
length heavy chain of the 1gG2 subclass, light chain variable region, and full length light
chain of antibodies MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR-7483, MOR-7483.1, and MOR-7483.2 are provided in this disclosure; an index of
the SEQ ID NOs for these sequences is provided in Table 1.

Comparison of the MOR-6032 heavy chain immunoglobulin sequence to the
known human germline immunoglobulin heavy chain sequences demonstrated that the
MOR-6032 heavy chain utilizes a Vg segment from human germline V4 1-69, a D
segment from the human germline 4-23, and a JH segment from human germline JH
4a.

Further analysis of the MOR-6032 Vy sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the H-CDR1, H-CDR2 and H-CDR3
regions as shown in SEQ ID NOs: 1, 2 and 3, respectively.

Comparison of the MOR-7361 heavy chain immunoglobulin sequence to the
known human germline immunoglobulin heavy chain sequences demonstrated that the
7361 heavy chain utilizes a Vy segment from human germline Vy 3-23, a D segment
from the human germline 2-8, and a JH segment from human germline JH 4a.

Further analysis of the MOR-7361 Vy sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the heavy chain H-CDR1, H-CDR2 and H-
CDR3 regions as shown in SEQ ID NOs: 15, 16 and 17, respectively.

Comparison of the MOR-7480 and MOR-7483 heavy chain immunoglobulin
sequences to the known human germline immunoglobulin heavy chain sequences
demonstrated that the 7480 and 7483 heavy chains utilize a V4 segment from human
germline Vy 5, a D segment from the human germline 5-18, and a JH segment from
human germline JH 4a.

Further analysis of the 7480 and 7483 Vy sequences using the Kabat system of
CDR region determination led to the delineation of the H-CDR1, H-CDR2 and H-CDR3
regions as shown in SEQ ID NOs: 29, 30 and 31, respectively.
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Comparison of the MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 and MOR-7483 light
chain immunoglobulin sequences to the known human germline immunoglobulin light
chain sequences demonstrated that the 6032, 7361, 7480 and 7483 light chains all
utilize a V. segment from human germline A3-r and a JL segment from human germline
JL 3b.

Further analysis of the MOR-6032 V| sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the light chain CDR1, CDR2 and CDR3
regions as shown in SEQ ID NOs: 6, 7, and 8, respectively.

Further analysis of the MOR-7361 V. sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the L-CDR1, L-CDRZ2 and L-CDR3 regions
as shown in SEQ ID NOs: 20, 21, and 22, respectively.

Further analysis of the MOR-7480 V|, sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the L-CDR1, L-CDRZ2 and L-CDR3 regions
as shown in SEQ ID NOs: 34, 35, and 36, respectively.

Further analysis of the MOR-7483 V| sequence using the Kabat system of CDR
region determination led to the delineation of the L-CDR1, L-CDRZ2 and L-CDR3 regions
as shown in SEQ ID NOs: 34, 35, and 55, respectively.

EXAMPLE 5: GERMLINED VERSIONS OF ANTIBODIES MOR-7480 and
MOR-7483

In order to minimize immunogenicity of the MOR-7480 and MOR-7483
antibodies, several amino acid residues were mutated back to germline sequence, as
follows. A germlined version of MOR-7480, designated MOR-7480.1, was prepared by
returning two amino acids in the FR1 region of the heavy variable chain to germline
sequence. More specifically, Q at amino acid residue number 1 was returned to the
germline E, and K at amino acid residue number 19 was returned to R. The two amino
acid residues that were changed in the heavy chain variable region can be seen by
comparing the amino acid sequence of MOR-7480 (SEQ ID NO:32) with MOR-7480.1
(SEQ ID NO:43). In the light chain variable region of MOR-7480, five amino acids in the
FR1 region (D1S, 12Y, A13S,R19S, S21T), two amino acids in the FR2 region (A42S,
V45L), and one in the FR3 region (E8OM) were reverted to germline sequence. The
eight amino acids that were changed in the light chain variable region can be seen by
comparing the amino acid sequence of MOR-7480 (SEQ ID NO:37) with that of MOR-
7480.1 (SEQ ID NO:45).
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Moreover, a third version of MOR-7480 was prepared by starting with the light
chain variable region sequence of MOR-7480.1 (SEQ ID NO:45) and reverting L45 back
to V to produce MOR-7480.2 (SEQ ID NO:51).

A “germlined” version of MOR-7483, designated MOR-7483.1, was prepared by
backmutating two amino acids in the FR1 region of the heavy variable chain to germline
sequence. The germlined versions can be prepared by starting with the germline
version of the antibody chain and then changing the desired amino acids in the CDRs,
or any combination of mutations starting from any version. To produce MOR-7483.1, Q
at amino acid residue number 1 was returned to the germline E, and K at amino acid
residue number 19 was returned to R. The two amino acid residues that were changed
in the heavy chain variable region can be seen by comparing the sequence of MOR-
7483 (SEQ ID NO:32) with MOR-7483.1 (SEQ ID NO:43). In the light chain variable
region of MOR-7483, five amino acids in the FR1 region (D1S, 12Y, A13S, R19S, S21T),
two amino acids in the FR2 region (A42S, V45L), and one in the FR3 region (ES8OM)
were reverted to germline sequence. The eight amino acids that were changed in the
light chain variable region can be seen by comparing the amino acid sequence of MOR-
7483 (SEQ ID NO:56) with that of MOR-7483.1 (SEQ ID NO:60).

Moreover, a third version of MOR-7483 was prepared by back mutating L45 of
the light chain variable region sequence of MOR-7483.1 (SEQ ID NO:60) to the
germline V45 to produce MOR-7483.2 (SEQ ID NO:64).

EXAMPLE 6: IN VITRO PROPERTIES OF ANTIBODIES, INCLUDING

GERMLINED VERSIONS

Binding Affinities of Antibodies (BlAcore Assay)

Binding kinetics of certain antibodies binding human 4-1BB were measured by

surface plasmon resonance (SPR) technology using a Biacore 3000 instrument (GE
Healthcare). Recombinant human 4-1BB/F¢ Chimera protein comprising amino acids 24
— 186 of SEQ ID NO: 68 was purchased from R&D Systems Inc. (#838-4B). The
lyophilized protein was dissolved in a buffer containing 150 mM NaCl, 25mM HEPES pH
8.0, 6 mM MgCl,, 0.005% polysorbate 20, and 0.5 mM sodium azide to a final
concentration of 80 nM based on the predicted molecular weight (44.8 kDa) provided by
the R&D Systems. The Fc portion of the molecule was cleaved by treatment with Bovine
Factor Xa (Pierce, #32521) in 150 mM NaCl, 25mM HEPES pH 8.0, 6 mM MgCl,,
0.005% polysorbate 20, 0.5mM sodium azide, using a 20 hour incubation at 22°C with a
3% Factor Xa (3 pyg Factor Xa per 100 ug 4-1BB chimera). The 4-1BB portion of the
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molecule comprises amino acid residues 24 though 186 of the human 4-1BB protein.
Binding experiments were carried out at 25°C in a running buffer comprising 150 mM
NaCl, 25mM HEPES pH 8.0, 6 mM MgCl,, 0.005% polysorbate 20, and 0.5 mM sodium
azide. Antibodies were immobilized by standard amine coupling to a CM5 sensorchip
(GE Healthcare) using a 0.1 mg/mL solution of the antibody in 10 mM sodium acetate at
pH 5.0. The 4-1BB was injected at a range of concentrations from 80 nM to 0.16 nM, at
a 50 yL/minute flow rate, for 3.6 minutes followed by a 26 minute dissociation period
using the Kinject feature of the Biacore 3000 instrument. The bound complex was
regenerated by a 1 minute pulse of 10 mM phosphoric acid in water. Data analysis was
performed using the Scrubber2 software (BioLogic Software). Sensograms were fit to a
simple 1:1 Langmuir binding model. The antibodies were shown to reversibly bind to
recombinant human 4-1BB. The results (average values) are presented in Table 7.

Binding to the extracellular domain of 4-1BB (ELISA assay)

Human 4-1BB IgG1Fc chimera (R&D Systems, Minneapolis, MN) was
resuspended with Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) containing 0.1%
bovine serum albumin (BSA) to 0.2mg/ml and diluted with DPBS to a final concentration
of 0.03 ug/ml. Nunc-Immuno Maxisorp 96 well plates were coated with 0.1ml per well of
the recombinant 4-1BB chimera leaving empty wells for nonspecific binding controls and
incubated at 4°C overnight. The 4-1BB solution was removed and the plates were
washed three times with 0.2ml wash buffer (0.05% Tween-20 in DPBS). 0.2ml blocking
buffer (5% BSA, 0.05% Tween-20 in DPBS) was added to all wells and incubated at 4°C
for 1 hour with mixing. The blocking buffer was removed and plates washed three times
with 0.2ml wash buffer. Serial dilutions of the 4-1BB test antibodies were prepared in
DPBS and 0.1ml diluted Ab was added per well. Plates were incubated 1.5 hour at
room temperature. Antibody solution was removed and the plates washed three times
with 0.2ml wash buffer per well. Horseradish peroxidase labeled goat anti-human IgG,
F(ab’)2 specific F(ab')2 antibody (Jackson Immunoresearch #109-036-097, West Grove,
PA) was diluted 1:5000 with DPBS and added 0.1ml per well. The plates were
incubated 1 hour at room temperature and washed with 0.2ml per well wash buffer.
0.1ml SureBlue TMB microwell peroxidase substrate (Kirkegaard & Perry Labs,
Gaithersburg, MD) was added and incubated for 20 minutes at room temperature. The
reaction was stopped by adding an equal volume of 2M H,SO, and absorbance was
read at 450 nm on a Molecular Devices Spectra Max 340 (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA). The results are presented in Table 8.
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Ligand Competition Binding (ELISA Assay)
Antibodies were tested for their ability to block the binding of the human 4-
1BB_IgG1Fc¢ chimera to plate bound recombinant 4-1BB ligand (4-1BBL). Recombinant

human 4-1BB ligand (Biosource/Invitrogen, Carlsbad, CA) was resuspended to 0.2

mg/mL in DPBS + 0.1% bovine serum albumin and then diluted to 1 ug/mL in DPBS.
Nunc-Immuno MaxiSorp surface 96 well plates were coated with 0.1 mL/well of the 4-
1BBL solution overnight at 4°C. The following day the 4-1BBL solution was removed
and 0.2 mL Blocking buffer (1% bovine serum albumin, 0.05% Tween-20 in DPBS)
added and incubated at room temperature for 2 hours. During the blocking step the
antibody stocks were diluted in a range from 8 ng/mL to 6 pg/mL in DPBS.
Recombinant human 4-1BB_IgG1Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN) was
resuspended to 0.2 mg/mL in DPBS + 0.1% bovine serum albumin and then diluted to
0.02 yg/mL in DPBS. The blocked 4-1BBL coated plates were washed three times with
0.2 mL wash buffer (0.05% Tween 20 in DPBS). 60 uL antibody dilutions were added
along with 60 uL 4-1BB_lgG1Fc¢ chimera and incubated at room temperature for 1.5
hours. Plates were washed as described previously. Horseradish peroxidase anti-
6xHistidine tag antibody (R&D Systems, Minneapolis MN #MABO50H) was diluted
1:1000 in DPBS, 50 pL of the resulting solution added to the wells of the washed plates,
and incubated at room temperature for 1 hour. Plates were washed as previously
described, 50 yL TMB substrate solution was added to each well and incubated at room
temperature for 20 minutes. The reaction was stopped with 50 uL 0.2N H,SO4 and
absorbance at 450 nm read using a Molecular Devices plate reader. The results are

presented in Table 8.

Species Cross-Reactivity of Antibodies

The species-cross reactivity of the exemplary antibodies was measured using
phytohemagglutinin (PHA) stimulated primary peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) of human, cynomolgus monkey (cyno), dog, and rat. Cells were isolated
according to the procedure described below. Cells (~5.0x10°cells/tube) were washed
once in cold wash buffer (PBS, 2% FBS and 0.02% sodium azide) and 100 pl/tube of
Alexa Fluor 647 conjugated control or 4-1BB reactive antibodies at 15.5 ug/mL (100 nM)
was added to each sample along with labeled species specific T cell marker antibodies.
The T cell marker antibodies utilized are as follows, FITC anti-human CD3e (BD
Pharmingen, #555332), FITC anti-rat CD3e (BD Pharmingen, #559975), FITC anti-
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rabbit CD4 + FITC anti-rabbit CD8 (AbD Serotec, #MCA799F and #MCA1576F), FITC
anti-dog CD3e (AbD Serotec, #MCA1774F), and PerCP anti-human/cyno CD3e (BD
Pharmingen, #552851). The cells were incubated in the dark with fluorochrome
antibodies on ice for 30 minutes, washed three times and resuspended in 0.3 ml wash
buffer for analysis. Antibody staining was measured and analyzed using a Becton
Dickinson FACS Calibur and FlowJo 8.8.2 software.

Isolation of Human T Lymphocytes. Human whole blood was collected into

syringes containing 1 mL 0.5M EDTA and then transferred to Sigma Accuspin tubes
(Sigma, St. Louis, MO) for the isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
as described by the manufacturer. The PBMCs were washed twice with DPBS
containing 5 mM EDTA and T lymphocytes were isolated using a T cell purification
column as described by the manufacturer (R&D Systems, Minneapolis, MN). Briefly,
PBMCs were resuspended in 2 mL of column buffer and loaded into a pre-washed T cell
isolation column. PBMCs were incubated for 10 minutes at room temperature and T
cells were eluted with column buffer, washed one time and resuspended TCM at
2x10%ells/mL consisting of RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Sigma, St. Louis, MO) and L-glutamine (2 mM), Hepes (10 mM),
penicillin (100 U/ml), streptomycin (50 ug/ml) (Gibco, Grand Island, NY.).

Isolation of Cynomolgus PBMCs. Cynomolgus whole blood (Bioreclamation;

Hicksville, NY) was collected in sodium citrate CPT vacutainer tubes (BD; Franklin
Lakes, NJ) and then spun at 1500 x g for 20 minutes at room temperature. Tubes were
shipped overnight at 4°C. The PBMC fraction was collected from the CPT tubes and
washed 2x with PBS containing 5mM EDTA. Following the wash step, PBMCs were
counted and readjusted to 2x10°ells/mL in tissue culture medium (TCM). TCM
consisted of RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Sigma, St Louis, MO) and L-glutamine (2 mM), HEPES (10 mM), penicillin (100
U/mL), streptomycin (50 ng/mL) purchased from Gibco (Grand Island, NY.). Cells were
stimulated with 10 pg/mL PHA 2-3 days to induce expression of 4-1BB.

Isolation of Canine PBMCs. Canine whole blood was drawn into heparinized
vacutainer tubes (BD; Franklin Lakes, NJ) and diluted 1:2 with PBS containing 5mM
EDTA. After mixing, 4 mL of the diluted blood was carefully layered over 3mL

Lympholyte-Mammal (Cedarlane Laboratories, Westbury, NY) and centrifuged 800 x g
for 20 minutes at 25°C. The PBMC interface was collected, washed twice with PBS and
resuspended to 2x10° cells/mL in TCM containing PHA at 10 pg/mL (Remel, Lenexa,
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KS). The cells were cultured for 48-72 hours prior to testing for antibody binding by flow
cytometry.

Isolation of Rat PBMCs. Rat
vacutainer tubes (BD; Franklin Lakes, NJ) and diluted 1:3 with PBS containing 5 mM
EDTA. After mixing, 6 mL of the diluted blood was carefully layered over 4.5ml

whole blood was drawn into heparinized

Lympholyte-Mammal (Cedarlane Laboratories, Westbury, NY) and centrifuged 800 x g
for 20 minutes at 25°C. The PBMC interface was collected, washed twice with PBS and
resuspended to 2x10°cells/mL in TCM containing PHA at 10 ug/mL (Remel, Lenexa,
KS). The cells were cultured for 48-72 hours prior to testing for antibody binding by flow
cytometry.

The binding results are provided in Figure 1. The antibodies were found to bind
to the human and cyno 4-1BB with high affinity, while binding to dog and rat 4-1BB was
not observed at concentrations of 100 nM, the highest concentration tested.

Table 7: Binding Affinities of IgG Antibodies (Biacore)

Antibody ka (M" s7) ka (s7) Ko (nM) | taz2
MOR7480 (1gG1) |3.6x10° 1.5 x10™ 0.42 82 min
MOR7480 (IgG2) |4.5x10° 2.3x10% 0.57 50 min
MOR-7480.1 1.2 £0.3x10° | 9.8+ 8.4+ 1.4 [ 1.2min
(IgG1) 0.15x10
MOR-7480.1 1.4 +0.06 1.2+0.1x10 [ 8.7+ 1.0 | 1.0 min
(IgG2) x10° 2
MOR-7480.2 9.3 x10° 4.1 x10™ 0.4 28 min
(I9G1)
MOR-7483 (IgG1) |6.0x10° 4.4 x10™ 0.73 26 min
MOR-7483 (1gG2) |3.0x10° 3.8 x10™ 1.3 1.3 min
MOR-7483.1 8.0 x10° 0.022 28 32 min
(I9G1)
Table 8: ELISA Binding and Ligand Competition Values
Binding ELISA | Ligand Competition ELISA
Antibody Isotype | EC50+STD % max IC50+£STD
(nM) inhibition | (nM)
MOR-6032 IgG1 | 0.071+ 0.029 10042 0.153%0.067
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MOR-6032 lgG4 0.226+ 0.161 1002 0.112+0.023
MOR-7361 lgG1 0.091+ 0.010 1002 0.172+0.006
MOR-7480 lgG1 0.076+ 0.008 96+2 0.122+0.019
MOR-7480 lgG2 0.122+ 0.009 98+2 0.125+0.003
MOR-7483 lgG1 0.073+ 0.024 98+2 0.109+0.028
MOR-7483 lgG2 0.165+ 0.035 9712 0.138+0.015

Epitope Mapping

In order to determine the epitope binding region of the 4-1BB agonist antibodies,
a series of mutations (Table 9) were made to the human 4-1BB extracellular domain to
the published dog 4-1BB sequence (Ref. Seq. XM_845243).

Table 9. Mutant of Human 4-1BB Extracellular Domain

Mutant of
human 4-1BB
Amino Acid Changes
extracellular
domain
Hud41BB N&E | N30K, A56T, G57S, R60K, T61A
Hu41BB
NSE.1 N30K, D38G, N39K, R41K, S46l, A56T, G57S, R60K, T61A
Hu41BB
N30K, A56T, G57S, R60K, T61A, K69E, R75K, E77V
N&E.2
Hu41BB
L24l, P27S, N42S, T89I, P90S, S100T
N&E.3
Hu41BB L241, P27S, N30K, D38G, N39K, R41K, N42S, S46l, A56T,
N&E.4 G57S, R60K, T61A, K69E, R75K, E77V, T89l, P90S, S100T
Hu41BB
K115Q, C121R, R134Q, R154S, V156A
N&E.5
Hu41BB
S161A, P162S, D164G, L165F, A169T
N&E.6

All human-to-dog mutations were prepared by Gene Dynamics LLC, (Portland,

OR) in the retroviral expression vector pMSCVpuro (Clontech Laboratories Mountain
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View, CA). Additionally the full canine ¢cDNA sequence was prepared via gene
synthesis corresponding to Ref. Seq. XM_845243.

Viral preparations were established by transient transfection of roughly 40-50%
confluent 293T cells in T-75 flasks. Following culture, the viral supernatant was then
sterile filtered, and subjected to concentration. The concentrated virus was collected
and stored at -80°C.

Logarithmically growing 300-19 cells were transduced with retrovirus using 1:250
dilution concentrated virus plus 8ug/ml polybrene in complete DMEM. Following a 24-
hour incubation, 2ug/ml puromycin was added to the cultures and maintained during the
course of the study.

Positive expression of the 4-1BB receptors by the puromycin selected pools was
confirmed by staining with 1ug/ml polyclonal goat anti-human 4-1BB antibody (R&D
Systems Inc.) plus 1:200 dilution PE labeled donkey anti-goat 1gG (H+L) F(ab’);
(Jackson Immunoresearch Inc.). In order to determine recognition of the mutant 4-1BB
receptors by the test antibodies the puromycin selected pools were stained with 100nM
dilution of the unlabeled primary antibody on ice for 30 min, followed by two washes with
FACS buffer, and 1:200 dilution species specific PE labeled donkey anti-IgG (H+L)
F(ab’),. Cells were analyzed by FACS using a BD FACS Calibur and FlowJo 8.8.6
software.

Relative staining of each cell pool is summarized in Table 10.

Table 10. Relative Staining of Each Cell Pool

Ab

B w5 o ol |0 |92

T |2 | |5 |8 |5 |8 |3 g <

T | |z |z z |z |z Z <
Goat pAb + + + + + + + + +
BBK-2 + + - + + - + + -
JG1.6A s T+ | - [+ |+ -+ [ + -
4B4-1 + + - + + - + + -
803261 | + |+ |+ - [+ -]+ = -
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7361_G1 + + + - +/- - + + .
7480_G1 + + + + + + + + +
7480.1_G1 + + + + + + - + -

7480.1_G2 + + + + + + +/- + -

7480.2_G1 + + + + + + + + +
7483 _G1 + + + + + + +/- + +-
7483 G2 + + + + + + - + -

Differentiation of binding between antibodies having similar sequences (MOR-
7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, and MOR-7483.1) was discovered within
the mutations of clone N&E.5, suggesting that the determinants for antibody recognition
lie within the mutated region.

In order to determine the relative affinity of these antibodies for human 4-1BB
extracellular domain and the mutant of human 4-1BB extracellular domain, mutant
N&E.5, a dose response FACS curve was determined for each antibody. Alexa Fluor
647 labeled MOR_7480, MOR_7480.1, and MOR_7480.2 were diluted in FACS buffer
from 1uM in an 8 point 1:5 dilution series and used to stain parental 300-19, hu4-1BB,
hu4-1BB N&E.5, and dog 4-1BB cell pools. The cells were analyzed by FACS using a
BD FACS Calibur and FlowJo 8.8.6 software. The geometric mean fluorescence of
each receptor expressing pool was normalized to staining of parental cells and
expressed as fold staining and an EC50 for dose response was determined. The EC50
summary is shown in Table 11. Greater than 5 fold decrease in binding for both
MOR_7480.2 and MOR_7480 for the human 4-1BB mutant N&E.5 was noted.

Table 11. Binding ECso (nM) of Antibodies
4-1BB Mutant

Antibody (1gG1) Human 4-1BB N&E.5
MOR_7480.1 7.916 n/a
MOR_7480.2 0.510 2.730

MOR_7480 1.68 12.29
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Agonist Activity of Antibodies (Luciferase Activity Assay)

293T cells expressing human 4-1BB along with a stably integrated NFkB
luciferase reporter were prepared. Cells were harvested, washed and resuspended into
phenol red free complete medium (DMEM containing 10% fetal bovine serum, HEPES
buffer, nonessential amino acids and L-glutamine) at density of 0.6 X 10%cells/mL. 50pl
of cells were plated into each assay well of a white 96 well plate (PerkinElmer, Waltham,
MA). Test antibodies were added to each well in the presence 2.5:1 ratio of a cross
linking antibody Fab’ goat anti-human 1gG Fc (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA). The plate was incubated 5 hours at 37°C. 75 ul of Bright-Glo Luciferase reagent
(Promega, Madison WI) was added and the amount of luciferase activity was measured
using a Packard TopCount NXT scintillation counter.

293T cells expressing cynomologous monkey 4-1BB were prepared by viral
transduction and selection of a stable pool with 2ug/ml puromycin. Cyno 4-1BB
expressing 293T cells were plated in a T-75 flask to roughly 60-70% confluency then
transfected with 10ug pLuc_6xNFkB plus 0.1yg pRL-CMV as a transfection control.
Transfections were performed using Fugene 6 transfection reagent (Roche Indianapolis,
IN) at a 6ul Fugene to 1 ug plasmid DNA ratio according to manufacturer instructions.
Cells were harvested the following day washed and resuspended into phenol red free
complete medium (DMEM containing 10% fetal bovine serum, nonessential amino acids
and L-glutamine) at density of 0.6 X 10%ells/mL. 50ul of cells were plated into each
assay well of a white 96 well plate (PerkinElmer, Waltham, MA). Test antibodies were
added to each well in the presence 2.5:1 ratio of a cross linking Fab’ goat anti-human
IgG Fc antibody (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). The plate was incubated
5 hours at 37°C. 75l of luciferase assay reagent was added and the amount of firefly
luciferase activity was measured using a Packard TopCount NXT scintillation counter.
Additionally, 75ul of Stop & Glo reagent was added to assess the renilla luciferase
activity. The amount of renilla luciferase activity was measured using a Pakcard
TopCount NXT scintillation counter. Results are presented in Figure 2.

Adgonist Activity of Antibodies (primary T cell IL-2 release assay)

Nunc Maxisorp 96 well plates were UV sterilized prior to plate coating. Test antibodies
were diluted in PBS to 60 pyg/ml. 0.2ml of the diluted Ab was divided to 2 wells of a
polypropylene 96 well plate and serially diluted 1:3. 50yl of the diluted Ab were added

to the sterile Maxisorp 96 well assay plate and immediately 50l of 20pug/ml anti-human
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CD3¢ clone UCHT1 was added (Biolegend San Diego, CA). All plates were then
incubated overnight at 4°C. The following day, Ab coated plates were washed 1x with
PBS and 0.15ml RPMI complete media was added to the wells of the Nunc Maxisorp
plates. Human T cells were isolated as described previously elsewhere herein and 50ul
purified T cells at 2 x 10° cells/ml (100,000 cells/well) were added to each well. Cells
were incubated at 37°C, 5%CO, for 3 days. Supernatant from each well was collected
and either assayed immediately or stored at -20°C prior to assay. Supernatants were
diluted with complete media prior to IL-2 ELISA assay (R&D Systems, Minneapolis,

MN). Results are presented in Figure 3.

EXAMPLE 7: HUMAN LEUKOCYTE EXPANSION INDUCED BY 4- 1BB
ANTIBODIES IN VIVO

The lack of detectable cross-reactivity of the 4-1BB antibodies with the murine 4-
1BB and the requirement for the presence of human immune cells required the
development of models for the in vivo functional assessment of the 4-1BB antibodies.
Mice with the NOD genetic background carrying the severe combined immunodeficient
(SCID) mutation and deficiency in the IL-2 receptor common gamma chain (commonly
termed NSG) are able to support the engraftment of large number of human peripheral
blood leukocytes (huPBL) and maintain engraftment for at least 30 days (King, 2008,
Clin. Immunol. 126:303-314). This mouse model, also known as huPBL-NSG model,
was used to assess the functional effect of in vivo systemic administration of the
antibodies on human immune cells. Specifically, 6 million freshly isolated human
PBMCs were adoptively transferred via intraveinous injection into NOD.Cg-Prkdc>®
12rg™"¥/SzJ (NSG) host mice. Nine days post PBMC injections, the animals were
administered a single 1mg/kg dose of MOR7480, MOR7480.1 or 1gG2 isotype control
antibody via intraperitoneal injection. At day 24 to 28 post PBMC engraftment, PBMC
were stained with antibodies to human and murine CD45 assessed via flow cytometry.
Forward and side scatter profiles were used to determine a lymphocyte gate. As shown
in Figure 4, MOR7480 and MOR7480.1 were able to enhance expansion of human
leukocytes as evidenced by increased proportion of human CD45+ cells in the
peripheral blood of engrafted mice. For each group, n26 mice.

In addition, MOR7480.1 ftreatment of cynomolgus monkeys increased
proliferation among cytotoxic central memory T cells (CD8 Tcm) in PBMC samples.

Cynomolgus monkeys (2 animals per dose level) were given a single intravenous
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injection of MOR7480.1 at the indicated dose. PBMC were harvested 7 days prior to the
antibody dose (pre dose) and on the indicated study days relative to administration of
MOR7480.1 (on Study Day 1). PBMC were stained with antibodies for CD3, CD4, CDS8,
CD28, CD95, and Ki-67 and analyzed via flow cytometry. Data was collected on a
Canto Il (Beckton Dickinson) and analyzed using DIVA software (Becton Dickinson).
CD8 central memory cells were identified as CD3+, CD8+, CD28+ and CD95+. Data is
shown for individual animals designated as (dose level-animal number) and is
represented as intra-animal change in the number of Ki-67+ cells relative to pre study
number {[(#Ki-67+ cells on indicated study day - #Ki-67+ cells at pre dose)/#Ki-67+
cells at pre dose]*100}. As shown in figure 5, A 1.5 fold or greater increase in
proliferating central memory T cells during the first 7-13 days of study was noted in at

least one animal of all groups treated with 0.3 mg/kg or greater.

EXAMPLE 8: ANTI-TUMOR ACTIVITY OF 4-1BB ANTIBODIES (IN VIVO
MODEL)

PC3 Human Prostate Cancer Model.

The lack of rodent cross reactivity of the 4-1BB antibodies prevented the use of
standard murine syngeneic or human xenograft tumor models for the assessment of
anti-human tumor efficacy of the antibodies. Accordingly, a novel huPBL-SCID-Bg
xenogenic tumor mouse model was generated using a SCID-Bg mouse (CB.17/lcr.Cg
Pkrdc*“Lyst?9/Crl), which harbors the beige (Bg) mutation lack murine T and B
lymphocytes and functional NK cells. The anti-human tumor efficacy of the 4-1BB
antibodies was assessed using this model as described below.

The PC3 human prostate or LOVO human colon cell line was obtained from
American Type Culture Collection and was cultured in RPMI-1640 (Invitrogen) enriched
with the following Invitrogen supplements: L-Glutamine, Sodium pyruvate, non-essential
amino acids, penicillin/streptomycin, Hepes, and 10% heat inactivated fetal bovine
serum (FBS; Cat. No. F2442, Sigma Aldrich). Cells were grown to confluency in T-225
Falcon flasks. Subsequently, cells were trypsinized (Trypsin 0.25%-EDTA; Cat. No.
2500-056, Invitrogen) and growth was scaled up in Hyperflasks (Cat. No. 3319 Corning
Life Sciences) for three days. Trypsin was used to harvest the cell line which was
washed 3 times in ice cold PRMI supplemented with 10% FBS. No greater than 300 ml
of peripheral blood was collected from healthy volunteers.  Peripheral blood

lymphocytes (PBMCs) were isolated from heparinized blood using Accuspin tubes in
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accordance with the manufactures’ protocol (Cat. No. A0561-100x 15 ml, Aldrich).
Counted cell suspensions were combined such that each mouse received an injection of
1.5x 10° PBMCs and 3 x 10° tumor cells in a single bolus injection of 0.2 mL in PBS.
The combined cell suspension was washed twice with cold PBS, placed on ice and
immediately injected into prepared mice.

For each mouse, a 0.2 mL volume of the combined cell suspension was injected
subcutaneously into the right flank of the animal and given a single dose (0.2 mL) of the
4-1BB antibody or control antibody by subcutaneous injection into the left flank. Tumor
measurements were made via Pressier caliper twice per week for the duration of the
experiments and body weights were also recorded. Tumor volume was calculated using
the following calculation: length x width? x 0.44= volume (mm®) Mice were removed from
the study in the event that the tumor volume reached 2000 mm? or an animal lost 20%
of body weight before termination of the experiment. On day 23 mice from all groups
were euthanized in accordance with procedures outlined by the IACUC (Figure 6).
Percent tumor growth inhibition was measured on the final day of the study and is
calculated as 100-{1-(Treated finai day/CONtrol final day)}. Similar results were observed
when tumors were measured on day 6 post injection, and the animals were randomized
according to tumor volume, and given a single 4-1BB mAb dose on day 7 post

implantation. For most studies, each group contained 8 mice.

EXAMPLE 9: IN VIVO ASSESSMENT OF ACTIVITY OF 4-1BB ANTIBODIES IN
HUMAN 4-1BB KNOCK IN MICE
Generation of human 4-1BB Knock-in mice

To better address the immune modulating activities of anti-human 4-1BB
monoclonal antibodies that do not cross react with murine 4-1BB, a mouse model in
which the mouse 4-1BB gene was replaced by the human 4-1BB gene was generated.
Bacterial artificial chromosome (BAC) clones carrying the human or murine 4-1BB
genomic fragment were ordered from Invitrogen (Carlsbad, CA.) and used to construct
the 4-1BB targeting vector based on the Red/ET recombination technology (Zhang,
1998, Nat Genet 20:123-128). First, a retrieval vector was assembled on the pBR322
backbone such that, when opened by Xba1 digestion, the two murine/human chimeric
homology arms (400 bps each) will retrieve from the human 4-1BB BAC clone the
19,994 bps of human 4-1BB genomic sequence beginning with the translation start

codon ATG located in exon 2 and ending with the stop codon TGA in exon 8. Second, a
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neomygcin expression cassette under the control of the PGK/EM7 promoters was
assembled and flanked by 100 base pairs (bps) of sequences homologous to intron 2
sequences of the human 4-1BB gene. This neomycin expression cassette was then
targeted into the retrieved human 4-1BB genomic fragment obtained in step 1. Lastly,
the retrieved human 4-1BB genomic fragment carrying the neomycin expression
cassette was targeted into a murine BAC clone to replace the murine 4-1BB gene with
the modified human 4-1BB genomic fragment from ATG start codon to TGA stop codon.

This BAC targeting vector was electroporated into a mouse embryonic stem cell
line on the C57BL/6NTAC background (PRX-BL6N #1, Primogenix, Laurie, MO.)
following a standard protocol and clones surviving G418 (also known as geneticin)
selection were screened by two Tagman assays against intron 2 and exon 8 of the
murine 4-1BB gene to identify clones that had been modified at the murine 4-1BB locus
by a homologous recombination mechanism Of the 116 ES clones screened, 7 clones
were found to have lost one allele of the murine 4-1BB locus (targeting efficiency 6%).
Karyotype analysis and in situ hybridization (FISH) were performed by Coriell Institute
for Medical Research (Camden, N.J.). For clone LH15, 19 out of 20 cells were 40 XY,
and for LH80, 20 out of 20 cells 40XY. In both clones, FISH using a murine BAC clone
carrying the 4-1BB gene as a probe showed one signal of 4-1BB hybridization on each
of the chromosome 4 pair in the region of band E2. No signal was seen at any other
locations.

Both clones LH15 and LH80 were injected into blastocysts of the BALB/c strain
and embryos implanted into the CD1 pseudopregnant female mice to carry to term.
Male chimeras were mated to the Ella-cre mice on C57BL/6 background to remove the
neomygin resistance cassette and mice homozygous for the human 4-1BB gene were

used in study.

4-1BB Agonist mAb mediated lymphocyte proliferation.

The ability of 4-1BB agonist mAbs to induce lymphocyte proliferation was
assessed in 4-1BB Knock-in mice. 4-1BB Knock-in mice were dosed via intraperitoneal
injection with 30 mg/kg of MOR7480.1 on study Day 0 (for weekly dosing animals
received 4-1BB mAb injections on Day 0 and Day7). 24 hours prior to sample collection,
animals were injected intraperitoneally with 2 mg BrdU. At the indicated day post dose,

peripheral blood samples were collected via intracardiac puncture. PBMC were stained
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with antibodies against CD3, CD4, CD8, and BrdU and assessed via flow cytometry.

Results are presented in Figure 7 panel A.

4-1BB Agonist mAb mediated anti-tumor efficacy

Anti-tumor efficacy of MOR7480.1 was assessed in 4-1BB knock in mice using
B16 —OVA/luc, a melanoma line that has been engineered to express the ovalbumin
(OVA) model antigen and luciferase (luc). One million tumor cells were implanted on the
flank of 4-1BB knock in mice. Animals were randomized based on tumor size on when
tumors reached approximately 50-100 mm? (generally 7-10 days post tumor inoculation)
and given a single injection of the indicated dose of 4-1BB mAb. Tumor size was
assessed using caliper measurement two to three times per week until study
termination. Results are presented in Figure 7 panel B.
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SEQUENCE LISTING
SEQ ID No 1: H-CDR1 of MOR-6032 antibody
NSYAIS

SEQ ID No 2: H-CDR2 of MOR-6032 antibody
GIIPGFGTANYAQKFQG

SEQ ID No 3: H-CDR3 of MOR-6032 antibody
RKNEEDGGFDH

SEQ ID No 4: Amino Acid Sequence of Vi of MOR-6032 antibody
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPGEGT
ANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDGGFDHWGQGTL
VTVSS

SEQ ID No 5: Amino Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (IgG2) of MOR-

6032 antibody
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPGEGT
ANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDGGFDHWGQGTL
VTVSSastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvivswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfg

tgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcepappvagpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvshedpevgfnwy

vdgvevhnaktkpreeqgfnstfrvvsvitvwvhqdwlingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtk
nqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgksl
slspgk

SEQ ID No 6: L-CDR1 of MOR-6032 antibody
SGDNLGDYYAS

SEQ ID No 7: L-CDR2 of MOR-6032 antibody
DDSNRPS

SEQ ID No 8: L-CDR3 of MOR-6032 antibody
QTWDGTLHFV
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SEQ ID No 9: Amino Acid Sequence of V| of MOR-6032 antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 10: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-6032

antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKLTVLggpkaapsvtlfp
psseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvtheg

stvektvaptecs

SEQ ID No 11: Nucleic Acid Sequence of Vy of MOR-6032 antibody
Caggtgcaattggticagtctggcgecggaagtgaaaaaaccgggcagcagegtgaaagtgagetgcaaagecteegg
aggcacttttaattcttatgctatticttgggtgcgccaageccctgggcagggtctcgagtggatgggeggtatcattcecgggt
tttggcactgcgaattacgcgcagaagtttcagggccgggtgaccattaccgecggatgaaagcaccagcaccgegtatat
ggaactgagcagcctgcgtagcgaagatacggecgtgtattatigcgecgegtaagaatgaggaggatggtggttttgatca
ttggggccaaggcaccctggtgacggttagctca

SEQ ID No 12: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-6032 antibody
Gatatcgaactgacccagecgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctegtgtageggegataatctt
ggtgattattatgcttctiggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagtictigtgatttatgatgattctaatcgtccctcag
gcatcccggaacgctttagecggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagecggcactcaggcggaagac

gaagcggattattattgccagacttgggatggtactcttcattttgtgtttggcggcggcacgaagttaaccgttctt

SEQ ID No 13: Nucleic Acid Sequence of Full Length Heavy Chain of MOR-6032

antibody
caggtgcaattggttcagtctggcgcggaagtgaaaaaaccgggcagcagegtgaaagtgagctgcaaagectccgga
ggcacttttaattcttatgctatttctigggtgcgccaageccctgggcagggtctcgagtggatgggeggtatcattccggagttt
tggcactgcgaattacgcgcagaagtticagggccgggtgaccattaccgcggatgaaagcaccagcaccgegtatatg
gaactgagcagcctgegtagcgaagatacggecgtgtattattgcgegegtaagaatgaggaggatggtggtttigatcatt
ggggccaaggcaccctggtgacggttagctcagectccaccaagggceccateggtcticcccctggegecctgctccagg
agcacctccgagagcacagceggcecctgggctgectggtcaaggactacticcccgaaccggtgacggtgtegtggaact
caggcgctctgaccagcggcegtgcacaccticccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagegtagtga

ccgtgccctccagcaacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggac
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aagacagttgagcgcaaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttcctettce
ccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccoctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagccacgaag
accccgaggtccagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcag
ttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaaggccicccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagecccgagaaccacag
gtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggctictace
ccagcgacatcgecgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgetgga
ctccgacggctccticticctctacagcaagcetcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgticttctcatgetc

cgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacacagaagagcctctcectgtctccgggtaaa

SEQ ID No 14: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-6032

antibody
Gatatcgaactgacccagecgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctegtgtageggegataatctt
ggtgattattatgcttctiggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagtictigtgatttatgatgattctaatcgtccctcag
gcatcccggaacgctttagecggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagcggcactcaggecggaagac
gaagcggattattattgccagacttgggatggtactcttcattitgtgitiggcggcggcacgaagttaaccgttctiggtcagec
caaggctgcccccteggtcactctgticccaccctcctctgaggagctticaagccaacaaggecacactggtgtgtcicata
agtgacttctacccgggagccgtgacagtggcectggaaggcagatagcagceccegtcaaggecgggagtggagaccac
cacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgcctgagcagtggaagtcce

acagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggcccctacagaatgtica

SEQ ID No 15: H-CDR1 of MOR-7361 antibody
SDYYMH

SEQ ID No 16: H-CDR2 of MOR-7361 antibody
VISGSGSNTYYADSVKG

SEQ ID No 17: H-CDR3 of MOR-7361 antibody
RLYAQFEGDF

SEQ ID No 18: Amino Acid Sequence of Vi of MOR-7361 antibody
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSVISGSGS
NTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLYAQFEGDFWGQGTL
VTVSS
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SEQ ID No 19: Amino Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (1gG2) of

MOR-7361 antibody
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSVISGSGS
NTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLYAQFEGDFWGQGTL
VTVSSastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvivswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfg

tgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcepappvagpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvshedpevgfnwy

vdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvsvitvwhqdwlingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtk
nqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgksl
slspgk

SEQ ID No 20: L-CDR1 of MOR-7361 antibody
SGDNIGSKYVS

SEQ ID No 21: L-CDR2 of MOR-7361 antibody
SDSERPS

SEQ ID No 22: L-CDR3 of MOR-7361 antibody
QSWDGSISRV

SEQ ID No 23: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7361 antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSERPSGIPE
RFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 24: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7361

antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSERPSGIPE
RFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTVLggpkaapsvtlfpp

sseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthegst

vektvaptecs

SEQ ID No 25: Nucleic Acid Sequence of Vy of MOR-7361 antibody
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caggtgcaattggtggaaagcggceggcggcectggtgcaaccgggceggcagcoctgegtctgagctgegeggectcegga
tttaccttttctgattattatatgcattgggtgcgccaagceccctgggaagggtctcgagtgggtgagegttatctctggttctggt
agcaatacctattatgcggatagcgtgaaaggccgttttaccatticacgtgataattcgaaaaacaccctgtatctgcaaat
gaacagcctgegtgcggaagatacggcecgtgtattattgcgcgcegtctttatgctcagtttgagggtgattttiggggccaag
gcaccctggtgacggttagctca

SEQ ID No 26: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7361 antibody
gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctcgtgtagcggegataatatt
ggttctaagtatgtttctiggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagticttgtgatttattctgattctgagegtccctcag
gcatcccggaacgctttagecggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagcggcactcaggecggaagac

gaagcggattattattgccagtcttgggatggttctatttctegtgtgtttggcggcggcacgaagttaaccgtcectaggtcag

SEQ ID No 27: Nucleic Acid Sequence of Full Length Heavy Chain of MOR-7361

antibody
caggtgcaattggtggaaagcggceggceggectggtgcaaccgggceggcagectgegtctgagctgegeggectecegga
tttaccttttctgattattatatgcattgggtgcgccaagceccctgggaagggtctcgagtgggtgagegttatctctggttctggt
agcaatacctattatgcggatagcgtgaaaggccgttttaccatticacgtgataaticgaaaaacaccctgtatctgcaaat
gaacagcctgegtgcggaagatacggcecgtgtattattgcgcgcegtctttatgctcagtttgagggtgattttiggggccaag
gcaccctggtgacggttagctcagcectccaccaagggcccateggtcttccccctggegecctgctccaggagcacctce
gagagcacagcggccctgggctgectggtcaaggactacticcccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegctc
tgaccagcggcgtgcacaccticccggctgtcctacagtcctcaggactctactcecctcagcagegtagtgaccgtgccectc
cagcaacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttg
agcgcaaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcticctcticcccccaaaac
ccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacgtgegtgatggtggacgtgagccacgaagaccccgagg
tccagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagca
cottccgtgtggtcagegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaac
aaaggcctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacacec
tgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggctictaccccagegacat
cgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggct
ccttcticctctacagcaagcetcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcegtgatgeatg

aggctctgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa
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SEQ ID No 28: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7361
antibody
gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctcgtgtagcggegataatatt
ggttctaagtatgttictiggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagticttgtgatttattctgattctgagegtccctcag
gcatcccggaacgctttagecggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagcggcactcaggecggaagac

gaagcggattattattgccagtcttgggatggttctatttctegtgtgtttggcggcggcacgaagttaaccgtcectaggtcag

SEQ ID No 29: H-CDR1 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483;
MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
STYWIS

SEQ ID No 30: H-CDR2 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483;
MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
KIYPGDSYTNYSPSFQG

SEQ ID No 31: H-CDR3 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483;
MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
RGYGIFDY

SEQ ID No 32: Amino Acid Sequence of Vi of MOR-7480; MOR 7483 antibody
QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
S

SEQ ID No 33: Amino Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (1gG2) of

MOR-7480; MOR 7483 antibody
QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TINYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
Sastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtgtytc
nvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevgfnwyvdgve
vhnaktkpreegfnstfrvvsvitvwvhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsilt
clvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgksislspg
k
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SEQ ID No 34: L-CDR1 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483;
MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
SGDNIGDQYAH

SEQ ID No 35: L-CDR2 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483;
MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
QDKNRPS

SEQ ID No 36: L-CDR3 of MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2 antibody
ATYTGFGSLAV

SEQ ID No 37: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7480 antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 38: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480

antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLggpkaapsvtif
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 39: Nucleic Acid Sequence of Vy of MOR-7480; MOR-7483 antibody
caggtgcaattggticagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcctgaaaattagctgcaaaggttccgg
atattccttttctacttattggatttctigggtgcgccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatccgggt
gatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaagcattagcaccgcegtatcttca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgecgegtggttatggtatttitgattattggggccaaggcea

ccotggtcaccgtctcctca

SEQ ID No 40: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7480 antibody
Gatatcgaactgacccagecgcecticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegcegtatctegtgtageggegataatatt
ggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcegccagtigtigtgatttatcaggataagaatcgtccct
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caggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccattagecggcactcaggeggaa

gacgaagcggattattattgcgctacttatactggttttggtictctigetgtgtttggcggeggcacgaagttaaccgtccta

SEQ ID No 41: Nucleic Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (1gG2) of

MOR-7480; MOR-7483 antibody
caggtgcaattggticagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcctgaaaattagctgcaaaggttccgg
atattccttttctacttattggatttctigggtgcgccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatccgggt
gatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaagcattagcaccgcegtatcttca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgecgegtggttatggtatttitgattattggggccaaggcea
ccotggtcaccgtctcctcagectccaccaagggcccateggtcttccccctggegeocctgetccaggagcacctcecgaga
gcacagcggccctgggcetgectggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegctctgacce
agcggcegtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagegtagtgaccgtgecctccage
aacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgageg
caaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcticcteticcccccaaaacccaa
ggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtcca
gttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagticaacagcacgtt
ccgtgtggtcagegtectcaccgtecgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
ggcctcccagcccccatcgagaaaaccatciccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgec
cccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggctictaccccagecgacatcege
cgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgetggactccgacggctcctt
cttcctctacagcaagcetcaccgitggacaagagcaggtggcagcaggggaacgticttctcatgctcegtgatgcatgagg

ctctgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

SEQ ID No 42: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480
antibody
gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegcegtatctcgtgtagcggcgataatatt
ggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcegccagtigtigtgatttatcaggataagaatcgtccct
caggcatcccggaacgctitagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccattagecggcactcaggeggaa

gacgaagcggattattattgcgctacttatactggttttggtictctigetgtgtttggcggeggcacgaagttaaccgtccta

SEQ ID No 43: Amino Acid Sequence of Vi of MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-
7483.1; MOR-7483.2 antibody
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EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
S

SEQ ID No 44: Amino Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (1gG2) of

MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
Sastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtgtytc
nvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevgfnwyvdgve
vhnaktkpreegfnstfrvvsvitvwvhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsilt
clvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgksislspg
k

SEQ ID No 45: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7480.1 antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 46: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480.1

antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLggpkaapsvilf
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 47: Nucleic Acid Sequence of Vi of MOR-7480.1; MOR-7480.2;

MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
gaggtgcaattggticagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcctgaggattagctgcaaaggttccgg
atattccttttctacttattggatttctigggtgcgccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatccgggt
gatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaagcattagcaccgcegtatcttca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgecgegtggttatggtatttitgattattggggccaaggcea

ccotggtcaccgtctcctca

SEQ ID No 48: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7480.1 antibody
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agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaageccggccagagceccegtgctggtgatctaccaggacaaga

accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgcgccacctacaccggceticggcagectggecgtgticggcggagggac

caagctgaccgtccta

SEQ ID No 49: Nucleic Acid Sequence of Full Length Heavy Chain (1gG2) of

MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
gaggtgcaattggticagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcctgaggattagctgcaaaggttccgg
atattccttttctacttattggatttctigggtgcgccagatgectgggaagggatctcgagtggatgggcaagatctatccgggt
gatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaagcattagcaccgcegtatcttca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgecgegtggttatggtatttitgattattggggccaaggcea
ccotggtcaccgtctcctcagectccaccaagggcccateggtcttccccctggegeocctgetccaggagcacctcecgaga
gcacagcggccctgggcetgectggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegctctgacce
agcggcegtgcacaccttcccggctgtcctacagtectcaggactctactccctcagcagegtagtgaccgtgecctccage
aacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgageg
caaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcticcteticcccccaaaacccaa
ggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtcca
gttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagticaacagcacgtt
ccgtgtggtcagegtectcaccgtecgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
ggcctcccagcccccatcgagaaaaccatciccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgec
cccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggctictaccccagecgacatcege
cgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgetggactccgacggctcctt
cttcctctacagcaagcetcaccgitggacaagagcaggtggcagcaggggaacgticttctcatgctcegtgatgcatgagg

ctctgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

SEQ ID No 50: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480.1

antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaageccggccagagceccegtgctggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgcgccacctacaccggcticggcagectggecgtgticggcggagggac
caagctgaccgtcctaggtcagcccaaggcetgcccccteggtcactctgtticccaccctectctgaggagcticaagecaa

caaggccacactggtgtgtctcataagtgactictacccgggagccgtgacagtggectggaaggcagatagcageccc
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gtcaaggcgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggcecagcagctacctgage
ctgacgcctgagcagtggaagtcccacagaagctacageotgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaaga

cagtggcccctacagaatgttca

SEQ ID No 51: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7480.2 antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 52: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480.2

antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLggpkaapsvtlf
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 53: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7480.2 antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggccagagceccegtggtggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgcgccacctacaccggceticggcagectggecgtgticggcggagggac

caagctgaccgtccta

SEQ ID No 54: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7480.2

antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggccagagceccegtggtggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgcgccacctacaccggceticggcagectggecgtgticggcggagggac
caagctgaccgtcctaggtcagcccaaggcetgcccccteggtcactctgtticccaccctectctgaggagcticaagecaa
caaggccacactggtgtgtctcataagtgactictacccgggagccgtgacagtggectggaaggcagatagcageccc
gtcaaggcgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggcecagcagctacctgage
ctgacgcctgagcagtggaagtcccacagaagctacageotgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaaga

cagtggcccctacagaatgttca
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SEQ ID No 55: L-CDR3 of MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2 antibody
STYTFVGFTTV

SEQ ID No 56: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7483 antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 57: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483

antibody
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKLTVLggpkaapsvtlf
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 58: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7483 antibody
Gatatcgaactgacccagecgcecticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegcegtatctegtgtageggegataatatt
ggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcegccagtigtigtgatttatcaggataagaatcgtccct
caggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagecggcactcaggceggaa

gacgaagcggattattattgctctacttatacttttgttggttttactactgtgtttggcggcggcacgaagttaaccgtccta

SEQ ID No 59: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483

antibody
Gatatcgaactgacccagecgcecticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegcegtatctegtgtageggegataatatt
ggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcegccagtigtigtgatttatcaggataagaatcgtccct
caggcatcccggaacgctitagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccattagecggcactcaggeggaa
gacgaagcggattattattgctctacttatactttigttggtittactactgtgtitggcggcggcacgaagttaaccgtcctaggtc
agcccaaggctgcccccteggtcactctgttcccaccctectctgaggagcttcaagccaacaaggcecacactggtgtgtct
cataagtgacttctacccgggagcecgtgacagtggcectggaaggcagatagcagecccgtcaaggegggagtggaga
ccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgcoctgagcagtggaa
gtcccacagaagctacagotgccaggicacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggcccctacagaatgttc

a

SEQ ID No 60: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7483.1 antibody
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SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKLTVL

SEQ ID No 61: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483.1

antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVLggpkaapsvtif
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 62: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7483.1 antibody
Agctacgagctgacccagecccccagegtgtcegtgagecctggecagaccgecagceatcacctgcageggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaageccggccagagceccegtgctggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgctctacttatactitigttggttttactactgtgticggcggagggaccaagct

gaccgtccta

SEQ ID No 63: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483.1

antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggcecagagcocccgtgctggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggcatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgctctacttatactitigttggttttactactgtgticggcggagggaccaagct
gaccgtcctaggtcagcccaaggctgcccccteggtcactctgticccaccctectctgaggagceticaagccaacaagge
cacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagcecgtgacagtggcctggaaggcagatagcagecccgtcaagg
cgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgece
tgagcagtggaagtcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggec

cctacagaatgtica

SEQ ID No 64: Amino Acid Sequence of V| of MOR-7483.2 antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVL
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SEQ ID No 65: Amino Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483.2

antibody
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVLggpkaapsvtif
ppsseelgankativclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID No 66: Nucleic Acid Sequence of V| of MOR-7483.2 antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggccagagceccegtggtggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggceatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecacccotgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgctctacttatactitigttggttttactactgtgticggcggagggaccaagct

gaccgtccta

SEQ ID No 67: Nucleic Acid Sequence of Full Length Light Chain of MOR-7483.2

antibody
agctacgagctgacccagecccccagegtgtccgtgagecctggccagaccgccagcatcacctgcagcggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggccagagceccegtggtggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggcatccccgageggticagecggcagcaacageggcaacaccgcecaccctgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgctctacttatactitigttggttttactactgtgticggcggagggaccaagct
gaccgtcctaggtcagcccaaggctgcccccteggtcactctgticccaccctectctgaggagceticaagccaacaagge
cacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagcecgtgacagtggcctggaaggcagatagcagecccgtcaagg
cgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgece
tgagcagtggaagtcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggec

cctacagaatgtica

SEQ ID No 68: Amino Acid Sequence of Human 4-1BB
mgnscynivatllivinfertrsiqgdpcsncpagtfcdnnrngicspceppnsfssagggrtcdicrqckgvfrirkecsstsnae
cdctpgfhclgagecsmceeqdckgggeltkkgekdcecfgtfndgkrgicrpwtnesldgksvivngtkerdvvegpspadls
pgassvtppaparepghspqiisfflaltstallfliffitirfsvvkrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgescrfpeeeeggcel

SEQ ID No 69: Amino Acid Sequence of Human IgG1 Constant Region
astkgpsvfplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhifpavigssglyslssvvtvpssslgtgtyicn
vnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdg
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vevhnaktkpreeqynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkalpapiektiskakgqprepgvytlppsreemtkng
vsltclvkgfypsdiavewesngqpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsls

pgk

SEQ ID No 70: Nucleic Acid Sequence of Human IgG1 Constant Region
GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCT
CTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCA
CCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG
GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACC
GTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCA
AAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID No 71: Amino Acid Sequence of Human IgG2 Constant Region
astkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtqtytcnv
dhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevh
naktkpreegfnstfrvvsvitvvhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkgqprepgvytlppsreemtknqvsltcl
vkgfypsdiavewesngqpennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsispgk

SEQ ID No72: Nucleic Acid Sequence of Human |gG2 Constant Region
GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCT
CCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGG
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CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCCTCC
AGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCC
AGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTC
CCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID No 73: Amino Acid Sequence of Human Lambda Light Chain Constant
Region
ggpkaapsvitifppsseelqankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpeqwks

hrsyscgvthegstvektvaptecs

SEQ ID No 74: Nucleic Acid Sequence of Human Lambda Light Chain Constant

Region
GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCACCCTCCTCTGAGGAGC
TTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCC
GTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACC
ACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCC
TGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGA
AGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
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CLAIMS

1. An isolated antibody, or antigen-binding portion thereof, wherein said antibody, or
antigen-binding portion comprises:

(a) an H-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:29;

(b) an H-CDRZ2 as set forth in SEQ ID NO:30;

(c) an H-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:31;

(d) an L-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:34;

(e) an L-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:35; and

(f) an L-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:36.
2. The antibody, or antigen-binding portion according to claim 1 wherein said
antibody, or antigen-binding portion comprises a Vy region amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:43.
3. The antibody, or antigen-binding portion according to claim 1 wherein said
antibody, or antigen-binding portion comprises a V_ region amino acid sequence as set
forth in SEQ ID NO:45.
4. The antibody, or antigen-binding portion according to claim 1, comprising a Vy
region amino acid sequence as set forth in SEQ ID NO:43 and a V| region amino acid
sequence as set forth in SEQ ID NO:45.
5. The isolated antibody, wherein said antibody comprises a heavy chain amino
acid sequence as set forth in SEQ ID NO:44 and further comprises a light chain amino
acid sequence set forth in SEQ ID NO:46, with the proviso that the C-terminal lysine
residue of SEQ ID NO:44 is optionally absent.
6. The isolated antibody according to any of claims 1 to 5, which is an 1gG2.
7. A pharmaceutical composition comprising an antibody, or antigen-binding portion

thereof, according to claims 1-6 and a pharmaceutically acceptable carrier.
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PC33845A 1

MOLECULAS DE UNION A 4-1BB

CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a anticuerpos y particularmente a
anticuerpos que se unen a 4-1BB humanao.
ANTECEDENTES

4-1BB (también denominado CD137, TNFRSF9, etc.) es una proteina
transmembrana de la superfamilia del receptor de factor de necrosis tumoral
(TNRFS). El conocimiento actual de 4-1BB indica que la expresion depende en
general de la activacién y esta presente en un subconjunto amplio de células
inmunes incluyendo células NKT y NK activadas, linfocitos T reguladores,
células dendriticas (DC), mastocitos estimulados, células mieloides en
diferenciacion, monocitos, neutréfilos y eosinofilos (Wang, 2009, Immunological
Reviews 229: 192-215). También se ha demostrado expresiéon de 4-1BB en
vasculatura tumoral (Broll, 2001, Amer. J Clin. Pathol. 115(4):543-549;
Seaman, 2007, Cancer Cell 11: 539-554) y en sitios de endotelio
ateroesclerético o inflamado (Drenkard, 2007 FASEB J. 21: 456-463; Olofsson,
2008, Circulation 117: 1292-1301). El ligando que estimula 4-1BB, es decir,
ligando de 4-1BB (4-1BBL), se expresa en células presentadoras de antigeno
activadas (APC), células progenitoras mieloides y células madre
hematopoyéticas.

4-1BB humano es una proteina de 255 aminoéacidos (N° de Acceso
NM_001561; NP_001552). La secuencia de aminoacidos de 4-1BB humano
completa se proporciona en SEC ID N°% 68. La proteina comprende una

secuencia senal (restos aminoacidicos 1-17), seguido de un dominio
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extracelular (169 aminoacidos), una regién transmembrana (27 aminoacidos) y
un dominio intracelular (42 aminoacidos) (Cheuk ATC y col. 2004 Cancer Gene
Therapy 11: 215-226). El receptor se expresa en la superficie celular en formas
monoméricas y diméricas y probablemente trimeriza con ligando de 4-1BB para
la sefal.

Numerosos estudios de linfocitos T humanos y murinos indican que 4-
1BB promueve la proliferacion celular potenciada, supervivencia y produccion
de citocinas (Croft, 2009, Nat Rev Immunol 9:271-285). Estudios han indicado
que algunos mAb agonistas de 4-1BB aumentan la expresion molecular
coestimuladora y potencian notablemente las respuestas de linfocitos T
citoliticos, dando como resultado eficacia antitumoral en diversos modelos. Los
mAb agonistas de 4-1BB han demostrado eficacia en ambientes profilacticos y
terapéuticos. Ademas, los modelos de monoterapia de 4-1BB y terapia de
combinacion de tumores han establecido respuestas de memoria de linfocitos T
protectoras antitumorales duraderas (Lynch, 2008, Immunol Rev. 22: 277-286).
También se ha mostrado que los agonistas de 4-1BB inhiben reacciones
autoinmunes en una diversidad de modelos de autoinmunidad reconocidos en
la técnica (Vinay, 2006, J Mol Med 84:726-736). Esta actividad dual de 4-1BB
ofrece el potencial para proporcionar actividad antitumoral mientras amortigua
los efectos secundarios autoinmunes que pueden asociarse con enfoques de
inmunoterapia que rompen la tolerancia inmune.

Existe una necesidad largamente sentida no satisfecha de anticuerpos
que se unan a 4-1BB humano, aumenten una respuesta mediada por 4-1BB y
proporcionen por lo tanto un agente terapéutico potencial para el tratamiento de

diversas enfermedades y afecciones, incluyendo cancer.
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SUMARIO

Es un objeto de la divulgacién proporcionar una molécula de union
aislada que se une a 4-1BB humano, tal como un anticuerpo o un fragmento de
union del mismo, o derivado del mismo. Es otro objeto de la divulgacion
proporcionar una composicion que comprende una molécula de unién que se
une a 4-1BB. También es un objeto de la presente divulgacién proporcionar
procedimientos para tratar una enfermedad y/o afeccion asociada con o
mediada por sefalizacion de 4-1BB usando una o mas moléculas de unién de
la divulgacion. Estos y otros objetos de la divulgacion se describen mas
completamente en el presente documento.

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona anticuerpos aislados
que se unen a 4-1BB humano.

En un aspecto particular, el anticuerpo aislado se une a 4-1BB humano
en un epitopo que comprende los restos aminoacidicos 115 - 156 de SEC ID
N2 68. En algunas realizaciones particulares, el anticuerpo comprende la
secuencia de amino&cidos H-CDR1 de SEC ID N2 29, la secuencia de
aminoacidos H-CDR2 de SEC ID N2 30 y la secuencia de aminoacidos H-
CDR3 de SEC ID N@: 31. En otras realizaciones particulares, el anticuerpo
comprende la secuencia de aminoacidos L-CDR1 de SEC ID N% 34, la
secuencia de aminoacidos L-CDR2 de SEC ID N¢% 35 y la secuencia de
aminodacidos L-CDR3 de SEC ID N®: 36.

En otro aspecto particular, el anticuerpo aislado se une a 4-1BB humano
con una Kp de 600 nM o menos, 100 nM o menos, 50 nM o menos, 10 nM o
menos, 5 nM o menos o 1 nM o0 menos, para el dominio extracelular de 4-1BB

humano segun se midié con el ensayo de BlAcore descrito en la presente
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divulgacién.

En otro aspecto particular, el anticuerpo aislado comprende: (a) una H-
CDR1 como se expone en SEC ID N2%: 1, SEC ID N2 15 o SEC ID N2 29; (b)
una H-CDR2 como se expone en SEC ID N2 2, SEC ID N2 16 o SEC ID N¢:
30; y (c) una H-CDR3 como se expone en SEC ID N°: 3, SEC ID N%: 17 o SEC
ID N¢: 31.

En otro aspecto particular, el anticuerpo aislado comprende: (a) una L-
CDR1 como se expone en SEC ID N2 6, SEC ID N2 20 o SEC ID N2 34; (b)
una L-CDR2 como se expone en SEC ID N°: 7, SEC ID N2: 21 o SEC ID N°: 35
y (c) una L-CDR3 como se expone en SEC ID N?: 8, SEC ID N?: 22, SEC ID N
36 0 SEC ID N¢: 55.

En un aspecto adicional, el anticuerpo aislado comprende: (a) una H-
CDR1 como se expone en SEC ID N2%: 1, SEC ID N2 15 o SEC ID N2 29; (b)
una H-CDR2 como se expone en SEC ID N% 2, SEC ID N2 16 o SEC ID N¢:
30; y (c) una H-CDR3 como se expone en SEC ID N%: 3, SEC ID N%: 17 o SEC
ID N2 31; y comprende adicionalmente: (d) una L-CDR1 como se expone en
SEC ID N2 6, SEC ID N2 20 o SEC ID N® 34; (e) una L-CDR2 como se
expone en SEC ID N°: 7, SEC ID N®% 21 o SEC ID N¢ 35; y (f) una L-CDR3
como se expone en SEC ID N2: 8, SEC ID N¢%: 22, SEC ID N%: 36 o SEC ID N¢:
55.

En algunos aspectos particulares adicionales, el anticuerpo aislado se
selecciona del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N°: 1, una H-CDR2 como

se expone en SEC ID N2 2 y una H-CDR3 como se expone en SEC ID N¢: 3;
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(b) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N% 15, una H-CDR2
como se expone en SEC ID N2 16 y una H-CDR3 como se expone en SEC ID
N2:17;y

(¢) un anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N¢% 29, una H-CDR2
como se expone en SEC ID N2: 30 y una H-CDR3 como se expone en SEC ID
Ne: 31.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un
anticuerpo aislado o parte de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a 4-1BB humano, seleccionandose dicho anticuerpo o parte
de unién a antigeno del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una L-CDR1 como se expone en SEC ID N2: 6, una L-CDR2 como
se expone en SEC ID N2: 7 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID N: 8;

(b) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una L-CDR1 como se expone en SEC ID N% 20, una L-CDR2
como se expone en SEC ID N2 21 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID
Ne: 22:

(¢) un anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo, que
comprende: una L-CDR1 como se expone en SEC ID N°% 34, una L-CDR2
como se expone en SEC ID N2 35 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID
N2: 36;y

(d) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que

comprende: una L-CDR1 como se expone en SEC ID N°% 34, una L-CDR2
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como se expone en SEC ID N2 35 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID
Ne: 55.

En algunos aspectos adicionales particulares, el anticuerpo aislado se
selecciona del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N°: 1, una H-CDR2 como
se expone en SEC ID N¢ 2, una H-CDR3 como se expone en SEC ID N 3;
una L-CDR1 como se expone en SEC ID N2 6, una L-CDR2 como se expone
en SEC ID N%: 7 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID N®: 8;

(b) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N¢% 15, una H-CDR2
como se expone en SEC ID N°: 16, una H-CDR3 como se expone en SEC ID
N?: 17; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N®: 20, una L-CDR2 como se
expone en SEC ID N%: 21 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID N¢: 22;

(¢) un anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N¢% 29, una H-CDR2
como se expone en SEC ID N°: 30, una H-CDR3 como se expone en SEC ID
Ne: 31; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N®: 34, una L-CDR2 como se
expone en SEC ID N°: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID N°: 36; y

(d) un anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende: una H-CDR1 como se expone en SEC ID N% 29, una H-CDR2
como se expone en SEC ID N2 30, una H-CDR3 como se expone en SEC ID
Ne: 31; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N®: 34, una L-CDR2 como se
expone en SEC ID N2: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEC ID N¢: 55.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una
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secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEC ID N¢: 4,
SEC ID N2: 18, SEC ID N2: 32 y SEC ID N2: 43.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEC ID N¢: 9,
SEC ID N@: 23, SEC ID N®: 37, SEC ID N 45, SEC ID N% 51, SEC ID N%: 56,
SEC ID N2: 60 o SEC ID N°: 64.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una
secuencia de aminoacidos de dominio Vy como se expone en una cualquiera
de SEC ID N% 4, 18, 32 y 43 y comprende adicionalmente una secuencia de
aminodacidos de dominio V. como se expone en una cualquiera de SEC ID N%:
9, SEC ID N2 23, SEC ID N2 37, SEC ID N% 45, SEC ID N2 51, SEC ID N
56, SEC ID N°: 60 y SEC ID N®: 64.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado se selecciona
del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N2 4 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N%: 9;

(b) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N2 18 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N¢: 23;

(c) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N2 32 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N%: 37 o SEC ID N2: 56; y

(d) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de

cadena Vy como se expone en SEC ID N2 43 y una secuencia de aminoacidos
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de cadena V. como se expone en SEC ID N2 45, SEC ID N2 51, SEC ID N
60 o SEC ID N¢: 64.

En un aspecto particular adicional mas, el anticuerpo aislado
proporcionado por la presente divulgacion comprende una cadena Vy que se
codifica por (i) una secuencia de acido nucleico que comprende SEC ID N2 11,
SEC ID N2 25, SEC ID N¢: 39, SEC ID N 47, o (ii) una secuencia de acido
nucleico que hibrida en condiciones de alta rigurosidad con la hebra
complementaria de SEC ID N°: 11, SEC ID N2: 25, SEC ID N%: 39 o SEC ID N%
47.

En un aspecto particular adicional més, el anticuerpo aislado comprende
una cadena V| que esta codificada por (i) una secuencia de acido nucleico que
comprende SEC ID N2: 12, SEC ID N¢: 26, SEC ID N°: 40, SEC ID N?: 48, SEC
ID N2: 53, SEC ID N®: 58, SEC ID N?: 62 o SEC ID N2: 66, o (ii) una secuencia
de &cido nucleico que hibrida en condiciones de alta rigurosidad con la hebra
complementaria de SEC ID N2 12, SEC ID N2: 26, SEC ID N2 40, SEC ID N¢:
48, SEC ID N°: 53, SEC ID N2: 58, SEC ID N°: 62 o SEC ID N°: 66.

En un aspecto particular adicional, se proporciona un anticuerpo aislado
que compite y/o compite de forma cruzada por unién a 4-1BB humano con un
anticuerpo ilustrativo seleccionado de MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480,
MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR 7483, MOR-7483.1 o MOR-7483.2.

En un aspecto particular adicional, se proporciona un anticuerpo aislado
que se une al mismo epitopo en 4-1BB humano que cualquiera de los
anticuerpos desvelados en el presente documento. En algunas realizaciones, la
divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une al mismo epitopo en

4-1BB humano como un anticuerpo ilustrativo seleccionado de MOR-6032,
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MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR 7483, MOR-7483.1 0
MOR-7483.2.

En un aspecto particular adicional, la presente divulgacién proporciona
un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, que comprende una region
variable de cadena pesada que es el producto de, o deriva de, un gen Vy 3-23,
gen Vy 1-69 o V4 5 humanos. En otro aspecto particular, la presente
divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano que
comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de, o
deriva de, un gen V| A3 0 A1-13 humano.

En algunas realizaciones, los anticuerpos aislados descritos en el
presente documento tienen una o mas de las siguientes propiedades o
caracteristicas:

a) se unen especificamente a 4-1BB humano;

b) se unen a 4-1BB de cynomolgus y humano;

c) se unen a 4-1BB humano o 4-1BB de cynomolgus pero no 4-1BB de
rata o de raton;

d) son una IgG, tal como IgG1, IgG2, IgG3 o0 IgG4; y

e) son anticuerpos humanos o anticuerpos humanizados.

En algunos otros aspectos, la presente divulgacion proporciona una
parte de union a antigeno de cualquiera de los anticuerpos proporcionados por
la presente divulgacién. En algunas realizaciones, la parte de unién a antigeno
es fragmento Fab o scFv.

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacién proporciona un
derivado de cualquiera de los anticuerpos proporcionados por la presente

divulgacién.
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En algunos otros aspectos, la divulgaciéon proporciona un acido nucleico
aislado que codifica una cadena Vy de un anticuerpo o parte de unién a
antigeno del mismo que se une a 4-1BB humano, que se selecciona del grupo
que consiste en:

(i) una secuencia de &cido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos de cadena Vy como se expone en SEC ID N 4, SEC ID N%: 18,
SEC ID N2: 32 0 SEC ID N2 43;

(il) una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N2 11,
SEC ID N2: 25, SEC ID N2: 39 0 SEC ID N2:47; 0

(ii) una secuencia de acido nucleico que hibrida en condiciones de alta
rigurosidad con la hebra complementaria de una secuencia de acido nucleico
como se expone en SEC ID N2%: 11, SEC ID N2: 25, SEC ID N%: 39 0 SEC ID N
47.

En algunos otros aspectos, la divulgaciéon proporciona un acido nucleico
aislado que codifica una cadena V. de un anticuerpo o parte de unién a
antigeno del mismo que se une a 4-1BB humano, que se selecciona del grupo
que consiste en:

(i) una secuencia de &cido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos de cadena V| como se expone en SEC ID N2 9, SEC ID N¢: 23,
SEC ID N2: 37, SEC ID N®: 45, SEC ID N%: 51, SEC ID N¢: 56, SEC ID N2: 60 o
SEC ID N2: 64;

(il) una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N2 12,
SEC ID N@: 26, SEC ID N®: 40, SEC ID N 48, SEC ID N° 53, SEC ID N%: 58,
SEC ID N2: 62 0 SEC ID N%: 66; 0

(ii) una secuencia de acido nucleico que hibrida en condiciones de alta
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rigurosidad con la hebra complementaria de una secuencia de acido nucleico
como se expone en SEC ID N2%: 12, SEC ID N2 26, SEC ID N2: 40, SEC ID N2
48, SEC ID N°: 53, SEC ID N2: 58, SEC ID N°: 62 o SEC ID N¢: 66.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un vector
que comprende cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente
documento. En un aspecto adicional mas, la divulgacién proporciona una célula
huésped que comprende cualquiera de los vectores descritos en el presente
documento. Tales células huésped pueden ser bacterianas o de mamifero.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona una
composicién farmacéutica que comprende cualquiera de los anticuerpos, partes
de union a antigeno de los mismos o un derivado de los mismos y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La divulgacion proporciona ademas procedimientos para tratar
crecimiento celular anémalo en un sujeto que lo necesite, que comprenden
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de union de la
divulgacién o composicion farmacéutica descrita en el presente documento. La
divulgacién proporciona ademas procedimientos para reducir la metastasis de
células tumorales en un sujeto, que comprenden administrar a dicho sujeto una
cantidad eficaz de una molécula de union o composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un uso de cualquiera
de las moléculas de uniéon o una composicién farmacéutica descrita en el
presente documento, para la fabricacibn de un medicamento para el
tratamiento de crecimiento celular anomalo en un sujeto que lo necesite. En un

aspecto adicional, la divulgacién proporciona una molécula de unién, o una
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composicién farmacéutica, como se describe en el presente documento, para
su uso en el tratamiento de crecimiento celular anémalo en un sujeto que lo
necesite. En un aspecto adicional més, la divulgacion proporciona una
molécula de unién, o una composicién farmacéutica, como se describe en el
presente documento, para su uso en el tratamiento de metastasis de células
tumorales en un sujeto que lo necesite. En un aspecto adicional mas, la
divulgacién proporciona un uso de cualquiera de las moléculas de union, o una
composicién farmacéutica descrita en el presente documento, para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de metastasis de células
tumorales en un sujeto que lo necesite.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 son cuatro graficos de barras que muestran la intensidad de
fluorescencia media de PBMC primarias no estimuladas (negro) y estimuladas
con PHA (gris claro) de seres humanos (arriba a la izquierda), cynomolgus
(arriba a la derecha), perro (abajo a la izquierda) y rata (abajo a la derecha)
incubadas con el anticuerpo de 4-1BB indicado o anticuerpo control conjugado
con Alexafluor 647. El panel demuestra union a PBMC humanas y de
cynomolgus estimuladas con PHA.

La Figura 2 son dos graficos de lineas que muestran actividad indicadora
de luciferasa en células 293T que expresan 4-1BB que se han estimulado con
varias concentraciones de mAb especifico de 4-1BB o mAb control de isotipo.
El panel izquierdo demuestra actividad indicadora en células que expresan 4-
1BB de cynomolgus. El panel derecho demuestra actividad en células que
expresan 4-1BB humano. Los datos se expresan como estimulacion en veces

por encima del control de isotipo.



10

15

20

25

13

La Figura 3 (3A y 3B) son gréaficos de lineas que muestran la
concentracién de IL-2 humana presente en el medio de cultivo celular después
de 72 horas de estimulaciéon de linfocitos T humanos con anti-CD3 y varias
concentraciones de anticuerpos de 4-1BB. Cada panel (A y B) representa un
donante individual.

La Figura 4 es un diagrama de dispersion que muestra la expansion de
células mononucleares de sangre periférica humana en ratones que se han
tratado con mAb de 4-1BB o mAb control de isotipo. Los datos se expresan
como el porcentaje de células que expresan CD45 humano en la sangre
periférica de ratones NSG individuales en los dias del estudio 24-28 a los que
se habia inyectado seis millones de células mononucleares de sangre periférica
humana el dia 0 y se habia inyectado mAb 4-1BB o mAb control de isotipo 1
mg/k el dia 9. La significacion estadistica se determiné usando un ensayo de
Mann-Whitney de dos colas *p<0,05, **p<0,005. Sin HBPT se refiere a
animales a los que no se inyectd células humanas.

La Figura 5 son dos gréaficos de barras que muestran el cambio en
linfocitos T de memoria centrales CD8 proliferantes en varios puntos
temporales después de la administracion de mAb de 4-1BB en monos
cynomolgus. Los datos se muestran como columnas que representan animales
individuales designados como (nivel de dosis-nimero de animal) y se
representan como cambio intra-animal en el nimero de células Ki-67+ en
relacion con el numero pre estudio {[(nimero de células Ki-67+ en el dia del
estudio indicado - numero de células Ki-67+ en predosis)/numero de células Ki-
67+ en predosis]*100}. Las células de memoria centrales CD8 se identificaron

como CD3+, CD8+, CD28+ y CD95+.
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La Figura 6 son graficos de linea que muestran el crecimiento de
tumores a los que se habia inyectado células tumorales por via subcutanea
(PC3, panel izquierdo; LOVO, panel derecho) y células mononucleares de
sangre periférica humana el dia de estudio 0. Se inyecté a los ratones 10 mg/kg
de los mAb 4-1BB indicados en el dia 0.

La Figura 7 panel izquierdo es un diagrama de dispersion que muestra el
porcentaje de PBMC que son positivas para el marcador de superficie de
linfocitos T CD8+ y han incorporado el analogo de nucledsido BrdU después de
tratamiento de ratones knock in 4-1BB con mAb de 4-1BB o control de
vehiculo. El panel derecho es un grafico de lineas que muestra el crecimiento
de tumores de melanoma murino inyectados por via subcutanea en ratones
knock in 4-1BB y tratados con la concentracion indicada de mAb de 4-1BB.

La Figura 8 muestra alineamientos de secuencias de aminodacidos de las
regiones variables de cadena pesada y las regiones variables de cadena ligera
(con las CDR subrayadas) con secuencias de linea germinal relevantes.
DESCRIPCION DETALLADA
A DEFINICIONES

A no ser que se defina de otro modo en el presente documento, los
términos cientificos y técnicos usados en relacién con la presente divulgacion
tendran los significados que se entienden habitualmente por los expertos en la
materia. Ademas, a no ser que se requiera de otro modo por contexto, los
términos singulares incluirdn pluralidades y los términos plurales incluiran el
singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacién con, y técnicas
de, cultivo celular y tisular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia,

genética y quimica de acido nucleico y proteinas e hibridacién descritas en el
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presente documento son las bien conocidas y habitualmente usadas en la
materia.

Como se usa en el presente documento, cada uno de los siguientes
términos tiene el significado asociado con él en esta seccion.

La expresién “anticuerpo de 4-1BB” se refiere a un anticuerpo, como se
define en el presente documento, capaz de unirse al receptor 4-1BB humano.

Las expresiones “4-1BB” y “receptor 4-1BB” se usan de forma
intercambiable en la presente solicitud e incluyen el receptor 4-1BB humano,
asi como variantes, isoformas y homodlogos de especie del mismo. En
consecuencia, una molécula de union, como se define y se desvela en el
presente documento, también puede unirse a 4-1BB de especies distintas del
ser humano. En otros casos, una molécula de union puede ser completamente
especifica para 4-1BB humano y puede no mostrar reactividad cruzada de
especie o de otro tipo.

Los articulos “un” y “una” se refieren a uno o mas de uno (es decir, al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. Como ejemplo, “un elemento”
significa un elemento o méas de un elemento.

El término “agonista” se refiere a una molécula de unién, como se
describe en el presente documento, que tras uniéon a 4-1BB, (1) estimula o
activa 4-1BB, (2) potencia, aumenta, promueve, induce o0 prolonga una
actividad, funcién o presencia de 4-1BB o (3) potencia, aumenta, promueve o
induce la expresion de 4-1BB.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos sintéticos y de origen
natural, asi como analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que

actuan de forma similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos
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de origen natural son los codificados por el cddigo genético, asi como los
aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina,
gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina. La expresiébn “analogos de
aminoacidos” se refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica
basica que un aminodacido de origen natural pero el grupo carboxi C-terminal, el
grupo amino N-terminal o el grupo funcional de cadena lateral se ha modificado
quimicamente a otro grupo funcional. La expresion “miméticos de aminoacidos”
se refiere a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de
la estructura quimica general de un aminodacido, pero que actua de forma

similar a un aminodcido de origen natural.

El término “anticuerpo” es un término reconocido en la técnica y se
refiere a una proteina de unién a antigeno (es decir, inmunoglobulina) que tiene
una estructura de cadena de cuatro polipéptidos basica que consiste en dos
cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas. Cada
cadena L se une a una cadena H por un enlace disulfuro covalente, mientras
que las dos cadenas H estan unidas entre si por uno o mas enlaces disulfuro
dependiendo del isotipo de cadena H. Cada cadena pesada tiene, en el
extremo N-terminal, una regién variable (abreviada en el presente documento
como Vu) seguido de una region constante. La regién constante de cadena
pesada esta compuesta por tres dominios, Cyi, Cx2 ¥ Cus. Cada cadena ligera
tiene, en el extremo N-terminal, una regién variable (abreviada en el presente
documento como V|) seguido de una regién constante en su otro extremo. La
region constante de cadena ligera esta compuesta por un dominio, C,. La V| se
alinea con la Vy y el C. se alinea con el primer dominio constante de la cadena

pesada (CH1). El emparejamiento de una Vy y V| juntas forma un sitio de union
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a antigeno sencillo. Un anticuerpo IgM consiste en 5 de las unidades
heterotetraméricas basicas junto con un polipéptido adicional denominado
cadena J y por lo tanto contiene 10 sitios de unién a antigeno, mientras que los
anticuerpos IgA secretados pueden polimerizar para formar ensamblajes
polivalentes que comprenden 2-5 de las unidades de 4 cadenas basicas junto

con cadena J.

Las regiones Vy y Vi pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas
regiones flanqueantes (FR). Las regiones CDR pueden determinarse usando
los sistemas de numeracién de Kabat o Chothia, ambos de los cuales se
conocen bien por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Kabat, E. A.,
y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos,
Publicacion de NIH N? 91-3242; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987). Cada Vy y V| estd compuesta de tres CDR y cuatro FR dispuestas de
amino terminal a caboxi terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. A lo largo de la presente divulgacién, las tres CDR de
la cadena pesada se denominan H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3. De forma
similar, las tres CDR de la cadena ligera se denominan L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDRS. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un
dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes
de los anticuerpos pueden mediar la union de la inmunoglobulina a tejidos
huésped o factores, incluyendo diversas células del sistema inmune (por

ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clg) del sistema del
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complemento clasico. Dentro de las cadenas ligera y pesada, las regiones
variables y constantes se unen por una regién “J” de aproximadamente 12 o
mas aminoacidos, incluyendo la cadena pesada también una regién “D” de
aproximadamente 10 o mas amino&cidos. Véase, en general, Fundamental

Immunology C. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989)).

La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno
o dos tipos claramente distintos, llamados kappa y lambda, basandose en las
secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. Dependiendo de la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas
(CH), los anticuerpos pueden asignarse a diferentes clases o isotipos. Existen
cinco clases de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG y IgM, que tienen cadenas
pesadas designadas a (alfa), ¢ (delta), € (épsilon), ¥ (gamma) y u (mu),
respectivamente. La clase IgG de anticuerpo puede clasificarse adicionalmente
en cuatro subclases IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 por las cadenas pesadas gamma

Y1 — Y4, respectivamente.

La expresién “derivado de anticuerpo” o “derivado” de un anticuerpo se
refiere a una molécula que es capaz de unirse al mismo antigeno (por ejemplo,
4-1BB) al que se une el anticuerpo y comprende una secuencia de
aminoacidos del anticuerpo ligada a una entidad molecular adicional. La
secuencia de aminoé&cidos del anticuerpo que esta contenida en el derivado de
anticuerpo puede ser una cadena pesada de longitud completa, una cadena
ligera de longitud completa, cualquier parte o partes de una cadena pesada de
longitud completa, cualquier parte o partes de la cadena ligera de longitud

completa del anticuerpo, cualquier otro fragmento o fragmentos de un
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anticuerpo o el anticuerpo completo. La entidad molecular adicional puede ser
una molécula quimica o biolégica. Los ejemplos de entidades moleculares
adicionales incluyen grupos quimicos, aminoacidos, péptidos, proteinas (tales
como enzimas, anticuerpos) y compuestos quimicos. La entidad molecular
adicional puede tener cualquier utilidad, tal como para su uso como un agente
de deteccion, etiqueta, marcador, agente farmacéutico o terapéutico. La
secuencia de aminodacidos de un anticuerpo puede unirse o ligarse a la entidad
molecular adicional por acoplamiento quimico, fusion genética, asociacién no
covalente o de otro modo. La expresion “derivado de anticuerpo” también
abarca anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y moléculas que
derivan de modificaciones de las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo

de 4-1BB, tal como sustituciones, adiciones e inserciones de aminoacidos.

La expresion “fragmento de unién a antigeno” o “parte de union a
antigeno” de un anticuerpo se refiere a una o mas partes de un anticuerpo que
conservan la capacidad de unirse al antigeno al que se une el anticuerpo (por
ejemplo, 4-1BB). Los ejemplos de “fragmento de uniéon a antigeno” de un
anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste en los dominios Vi, V4, C. y Cuy; (ii) un fragmento F(ab’), un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab ligados por un puente
disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los
dominios Vy y Cuy; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V| y Vy
de una rama sencilla de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y col.,
Nature 341:544-546 (1989)), que consiste en un dominio Vy; y (vi) una region

determinante de complementariedad (CDR) aislada.
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La expresion “molécula de union” abarca (1) anticuerpo, (2) fragmento
de unién a antigeno de un anticuerpo y (3) derivado de un anticuerpo, cada uno

como se ha definido en el presente documento.

La expresiéon “uniendo 4-1BB”, “une 4-1BB”, “uniéndose a 4-1BB” o “se
une a 4-1BB” se refiere a la union de una molécula de unién, como se ha
definido en el presente documento, al 4-1BB humano en un ensayo in vitro, tal
como un ensayo BlAcore como se describe en el Ejemplo 6, con una afinidad

(Kp) de 500 nM o0 menos.

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que
comprende secuencias de aminodcidos derivadas de diferentes especies
animales, tales como las que tienen una region variable derivada de un

anticuerpo humano y una regioén constante de inmunoglobulina murina.

La expresion “competir por la union” se refiere a la interaccion de dos
anticuerpos en su unién con una diana de unién. Un primer anticuerpo compite
por unién con un segundo anticuerpo si la unién del primer anticuerpo con su
epitopo afin se reduce de forma detectable en presencia del segundo
anticuerpo en comparacion con la unién del primer anticuerpo en ausencia del
segundo anticuerpo. La alternativa, en la que la unién del segundo anticuerpo
con su epitopo también se reduce de forma detectable en presencia del primer
anticuerpo, puede darse, pero no es necesario. Es decir, un primer anticuerpo
puede inhibir la unidon de un segundo anticuerpo con su epitopo sin que el
segundo anticuerpo inhiba la unién del primer anticuerpo con su epitopo
respectivo. Sin embargo, cuando cada anticuerpo inhibe de forma detectable la

union del otro anticuerpo con su epitopo afin, en el mismo, mayor o menor
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grado, se dice que los anticuerpos “compiten de forma cruzada” entre si por la

union de su epitopo o epitopos respectivos.

El término “epitopo” se refiere a una parte de un antigeno a la que se
une un anticuerpo (o fragmento de unién a antigeno del mismo). Los epitopos
pueden formarse a partir de aminoacidos contiguos o aminoacidos no
contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos
formados a partir de aminoacidos contiguos se conservan tipicamente en
exposicién a disolventes desnaturalizantes mientras que los epitopos formados
por plegamiento terciario tipicamente se pierden tras tratamiento con
disolventes desnaturalizantes. Un epitopo puede incluir diversos niumeros de
aminoacidos en una conformacién espacial Unica. Los procedimientos para
determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase,
por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol.
66, G. E. Morris, Ed. (1996). Una vez que se determina un epitopo deseado en
un antigeno, puede generarse anticuerpos para ese epitopo, por ejemplo,
usando las técnicas descritas en el presente documento. La generacion y
caracterizacion de anticuerpos también puede dilucidar informacién acerca de
epitopos deseables. A partir de esta informacion, es posible después explorar
de forma competitiva anticuerpos con respecto a unién al mismo epitopo. Un
enfoque para conseguir esto es realizar estudios de competicién cruzada para
encontrar anticuerpos que se unan de forma competitiva entre si, es decir, los
anticuerpos compiten por unién al antigeno. Se describe un procedimiento de
alto rendimiento para “agrupamiento” de anticuerpos basandose en su

competicion cruzada en la Publicacién de PCT N® WO 03/48731.



10

15

20

25

22

La expresion “linea germinal” se refiere a la secuencias de nucleétidos
de los genes y segmentos génicos de anticuerpo a medida que pasan de los
padres a la descendencia mediante las células germinales. La secuencia de
linea germinal se distingue de las secuencias de nucleétidos que codifican
anticuerpos en linfocitos B maduros que se han alterado por acontecimientos
de recombinacion e hipermutaciéon durante el transcurso de maduracion de

linfocitos B.

La expresion “sitios de glucosilacién” se refiere a restos aminoacidicos
que se reconocen por una célula eucariota como localizaciones para la unién
de restos de azlcar. Los aminoacidos en los que se une un carbohidrato, tal
como oligosacarido, son tipicamente restos de asparagina (engarce N), serina
(engarce O) y treonina (engarce O). El sitio especifico de union se senaliza
tipicamente por una secuencia de aminoacidos, denominada en el presente
documento “secuencia de sitio de glucosilacién”. La secuencia de sitios de
glucosilacion para glucosilacion ligada a N es: -Asn-X-Ser o -Asn-X-Thr-, en la
que X puede ser cualquiera de los aminoacidos convencionales, distinto de
prolina. Las expresiones “ligado a N” y “ligado a O” se refiere al grupo quimico
que sirve como el sitio de union entre la molécula de azucar y el resto
aminoacidico. Los azucares ligados a N se unen a través de un grupo amino;
los azucares ligados a O se unen a través de un grupo hidroxilo. La expresion
“ocupacion de glucano” se refiere a la existencia de un resto carbohidrato
ligado a un sitio de glucosilacién (es decir, el sitio glucano esta ocupado).
Cuando existen al menos dos sitios de glucosilacién potenciales en un
polipéptido, pueden estar ocupados ninguno (ocupacion de sitio de glucano 0),

uno (ocupacién de sitio de glucano 1) o ambos (ocupacién de sitio de glucano
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2) sitios por un resto carbohidrato.

La expresion “célula huésped” se refiere a un sistema celular que puede
modificarse por ingenieria genética para generar proteinas, fragmentos de
proteinas o péptidos de interés. Las células huésped incluyen, sin limitacion,
células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero derivadas de
roedores (ratas, ratones, cobayas o hamsteres) tales como CHO, BHK, NSO,
SP2/0, YB2/0; o tejidos humanos o células de hibridoma, células de levadura y
células de insectos y células comprendidas dentro de un animal transgénico o
tejido cultivado. El término abarca no solamente la célula objeto particular sino
también la descendencia de una célula tal. Debido a que pueden producirse
ciertas modificaciones en generaciones posteriores debido a mutacion o
influencias ambientales, dicha descendencia puede no ser idéntica a la célula
parental, pero aun estan incluidas dentro del alcance de la expresion “célula

huésped”.

La expresion “anticuerpo humano” se refiere a un anticuerpo en el que
las secuencias de aminoacidos completas de las cadenas ligeras y cadenas
pesadas son de los genes de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humano
puede contener cadenas de carbohidrato murinas si se produce en un ratén, en
una célula de ratén o en un hibridoma derivado de una célula de ratén. Los
anticuerpos humanos pueden prepararse de una diversidad de maneras

conocidas en la técnica.

La expresién “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo
quimérico que contiene restos aminoacidicos derivados de secuencias de

anticuerpo humanas. Un anticuerpo humanizado puede contener algunas o
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todas las CDR de un anticuerpo animal no humano mientras que las regiones
flanqueantes y constantes del anticuerpo contienen restos aminoacidicos

derivados de secuencias de anticuerpos humanos.

La expresién “anticuerpo ilustrativo” se refiere a uno cualquiera de los
anticuerpos descritos en la divulgacién y designados MOR-6032, MOR-7361,
MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-
7483.2. Estos anticuerpos pueden estar en cualquier clase (por ejemplo, IgA,
IgD, IgE, IgG e IgM). Por lo tanto, cada anticuerpo identificado anteriormente
abarca anticuerpos en las cinco clases que tienen las mismas secuencias de
aminoacidos para las regiones V| y Vy. Ademas, los anticuerpos en la clase
IgG pueden estar en cualquier subclase (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3 e
lgG4). Por lo tanto, cada anticuerpo identificado anteriormente en la subclase
IgG abarca anticuerpos en las cuatro subclases que tienen las mismas
secuencias de aminodacidos para las regiones V. y Vu. Las secuencias de
aminoacidos de las regiones constantes de cadena pesada de anticuerpos
humanos en las cinco clases, asi como en las cuatro subclases de IgG se
conocen en la técnica. Como ejemplos, las secuencias de aminoacidos de las
regiones constantes IgG1 e IgG2 humanas se proporcionan en SEC ID N%: 69 y
71, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
longitud completa para la subclase 1gG2 de cada uno de los anticuerpos

ilustrativos se proporciona en la divulgacion.

La expresion “anticuerpo aislado” o “molécula de unién aislada” se
refiere a un anticuerpo o a una molécula de unién, como se ha definido en el

presente documento, que: (1) no esta asociada con componentes asociados de
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forma natural que le acompafen en su estado nativo; (2) esta sin otras
proteinas de la misma especie; (3) se expresa por una célula de una especie
diferente; o (4) no aparece en la naturaleza. Los ejemplos de anticuerpos
aislados incluyen un anticuerpo de 4-1BB cuya afinidad se ha purificado
usando 4-1BB, un anticuerpo de 4-1BB que se ha generado por hibridomas u
otra linea celular in vitro y un anticuerpo de 4-1BB derivado de un animal

transgénico.

La expresion “acido nucleico aislado” se refiere a una molécula de acido
nucleico de origen gendémico, ADNc o sintético, 0 una combinacién de los
mismos, que se separa de otras moléculas de acido nucleico presentes en la
fuente natural del acido nucleico. Por ejemplo, con respecto a ADN genémico,
el término “aislado” incluye moléculas de acido nucleico que se separan del
cromosoma con el que el ADN gendmico esta asociado de forma natural.
Preferentemente, un 4acido nucleico “aislado” estd sin secuencias que
flanquean de forma natural el acido nucleico (es decir, secuencias localizadas

en los extremos 5’ y 3’ del 4cido nucleico de interés).

El término “k,” se refiere a la constante de tasa de asociacién de una
interacciéon anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término “kq” se
refiere a la constante de tasa de disociacién de una interaccién anticuerpo-

antigeno particular.

El término “Kp” se refiere a la constante de disociacion en equilibrio de
una interaccion anticuerpo-antigeno particular. Se obtiene de la relacién de kq a
ka (es decir, ky/ka) Yy se expresa como una concentracién molar (M). Kp se usa

como una medida de la afinidad de unién de un anticuerpo a su comparnero de
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union. Cuanto menor sea la Kp, mas estrechamente esta unido el anticuerpo, o
mayor es la afinidad entre el anticuerpo y el antigeno. Por ejemplo, un
anticuerpo con una constante de disociacion nanomolar (nM) se une mas
estrechamente a un antigeno particular que un anticuerpo con una constante
de disociacién micromolar (uM). Los valores de Kp para anticuerpos pueden
determinarse usando procedimientos bien establecidos en la técnica. Un
procedimiento para determinar la Kp de un anticuerpo es usando resonancia de
plasmén superficial, tipicamente usando un sistema biosensor tal como un
sistema Biacore®. Un procedimiento de ensayo que usa el sistema
BIACORE™ (ensayo BlAcore) se describe en la seccién de Ejemplos de la

presente divulgacion.

El término “mamifero” se refiere a cualquier especie animal de la clase
Mammalia. Los ejemplos de mamiferos incluyen: seres humanos; animales de
laboratorio tales como ratas, ratones, simios y cobayas; animales domésticos
tales como gatos, perros, conejos, vacas, ovejas, cabras, caballos y cerdos y

animales salvajes cautivos tales como leones, tigres, elefantes y similares.

La expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los
anticuerpos individuales que comprende la poblacion son idénticos excepto
para posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
dirigiéendose contra un sitio antigénico sencillo. Ademds, a diferencia de
preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen diferentes anticuerpos

dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
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monoclonal se dirige contra un determinante sencillo en el antigeno. Ademas
de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en tanto que
pueden sintetizarse no contaminados por otros anticuerpos. ElI modificador
“‘monoclonal” no debe interpretarse como que requiera produccion del
anticuerpo por cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales pueden prepararse por la metodologia de hibridoma o pueden
realizarse usando procedimientos de ADN recombinante en células
bacterianas, eucariotas animales o vegetales (véase, por ejemplo, Patente de
Estados Unidos N® 4.816.567). Los anticuerpos monoclonales también pueden
aislarse a partir de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas
descritas en Clackson y col., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol.
Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo.

La expresion “prevenir’ o “que previene”, en referencia a cierta
enfermedad en un mamifero, se refiere a prevenir o retardar la aparicion de la
enfermedad o prevenir la manifestacion de sintomas clinicos o subclinicos de la

misma.

La expresion “anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo que
se prepara, expresa, crea o aisla por medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados de un animal que es transgénico para los genes de
inmunoglobulina de otras especies, anticuerpos expresados usando un vector
de expresion recombinante transfectado en una célula huésped, anticuerpos
aislados de una biblioteca de anticuerpos combinatoria recombinante o
anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro

medio que implique corte y empalme de secuencias génicas de
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inmunoglobulina con otras secuencias de ADN.

Como se usa en el presente documento “identidad de secuencia” entre
dos secuencias polipeptidicas indica el porcentaje de aminoacidos que son
idénticos entre las secuencias. La identidad de secuencia de aminoacidos de
polipéptidos puede determinarse convencionalmente usando programas
informaticos conocidos tales como Bestfit, FASTA o BLAST (véase, por
ejemplo, Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol.
Biol. 132:185-219 (2000); Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990);
Altschul y col., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)). Cuando se usa Bestfit
o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si
una secuencia particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos de referencia, los parametros se ajustan de modo que el
porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud completa de la secuencia
de aminoécidos de referencia y que se permitan huecos en la homologia de
hasta 5 % del numero total de restos aminoacidicos en la secuencia de
referencia. Este procedimiento anteriormente mencionado para determinar el
porcentaje de identidad entre polipéptidos es aplicable a todas las proteinas,
fragmentos o variantes de los mismos desvelados en el presente documento.

La expresion “que se une especificamente” o “que se une
especificamente a” en referencia a la interaccién de una molécula de unién,
como se define en el presente documento, (por ejemplo, un anticuerpo) con su
comparnero de union (por ejemplo, un antigeno), se refiere a la capacidad de la
molécula de unién para diferenciar entre un antigeno de interés de una especie
animal y el ortélogo antigénico de una especie animal diferente en un conjunto

dado de condiciones. Se dice que una molécula de unién a 4-1BB se une
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especificamente a 4-1BB humano si se une a 4-1BB humano a una CE50 que
esté por debajo del 50 % de la CE50 a la que une a 4-1BB de rata o ratén
como se determina en un ensayo in vitro. La especificidad de uni6on de un
anticuerpo puede determinarse usando procedimientos conocidos en la técnica.
Los ejemplos de tales procedimientos incluyen FACS usando células primarias
estimuladas con PHA, transferencias de Western, ensayos de ELISA, RIA,
ECL, IRMA y exploraciones peptidicas.

La expresién “se une selectivamente” o “se une selectivamente a”, en
referencia a la interaccién de una molécula de union, como se define en el
presente documento, (por ejemplo, un anticuerpo) con su companero de union
(por ejemplo, un antigeno), se refiere a la capacidad de la molécula de union de
diferenciar entre un antigeno de interés de una especie animal (tal como 4-1BB
humano) y un antigeno diferente de la misma especie animal (tal como CD40
humano) en un conjunto de condiciones dadas. Se dice que una molécula de
unién a 4-1BB se une selectivamente a 4-1BB humano si se une a 4-1BB
humano a una CE50 que esta por debajo del 10 % de la CE50 a la que se une
a CD40 humano o CD134 humano segun se determina en un ensayo in vitro.

El término “tratar”, “tratando” o “tratamiento” con referencia a una cierta
enfermedad en un mamifero, se refiere a provocar un efecto deseable o
beneficioso en el mamifero que tiene la enfermedad. El efecto deseable o
beneficioso incluye frecuencia o gravedad reducida de uno o mas sintomas de
la enfermedad (es decir, crecimiento tumoral y/o metastasis u otro efecto
mediado por los nimeros y/o actividad de células inmunes y similares) o la
detencién o inhibicion de desarrollo adicional en la enfermedad, afeccién o

trastorno. En el contexto de tratar cancer en un mamifero, el efecto deseable o
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beneficioso puede incluir inhibicion de crecimiento adicional o proliferacién de
células cancerosas, muerte de células cancerosas, inhibicién de reaparicién de
cancer, reduccion de dolor asociado con el cancer o supervivencia mejorada
del mamifero. El efecto puede ser subjetivo u objetivo. Por ejemplo, si el
mamifero es un ser humano, el ser humano puede observar vigor o vitalidad
mejorados o reduccién del dolor como sintomas subjetivos de mejora o
respuesta a terapia. Como alternativa, el especialista clinico puede observar
una reducciéon del tamano de tumor o carga tumoral basandose en examen
fisico, parametros de laboratorio, marcadores tumorales o hallazgos
radiograficos. Algunas senales de laboratorio que el especialista clinico puede
observar para respuesta o tratamiento incluyen normalizacién de ensayos, tales
como conteo de glébulos blancos, conteo de glébulos rojos, conteo de
plaguetas, tasa de sedimentacién de eritrocitos y diversos niveles enzimaticos.
Adicionalmente, el especialista clinico puede observar una reduccion en un
marcador tumoral detectable. Como alternativa, pueden usarse otros ensayos
para evaluar mejora objetiva, tales como sonogramas, ensayo de resonancia
magnética nuclear y ensayos de emision de positrones.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar una molécula de acido nucleico ajena. La molécula de acido
nucleico ajena se une a la molécula de &cido nucleico del vector por una
técnica recombinante, tal como hibridacion o recombinacién. Esto permite a la
molécula de &cido nucleico ajena multiplicarse, seleccionarse, manipularse
adicionalmente o expresarse en una célula u organismo huésped. Un vector
puede ser un plasmido, fago, transposén, cosmido, cromosoma, virus o virion.

Un tipo de vectores puede integrarse en el genoma de una célula huésped tras
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su introduccion en la célula huésped y por lo tanto se replican junto con el
genoma huésped (por ejemplo, vectores mamiferos no episomales). Otro tipo
de vectores son capaces de replicacién autbnoma en una célula huésped en la
que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen
bacteriano de replicacion y vectores mamiferos episomales). Otro tipo
especifico de vectores capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos
ajenos expresables a los que se unen operativamente se denominan
habitualmente “vectores de expresion”. Los vectores de expresion
generalmente tienen secuencias de control que conducen la expresiéon de los
acidos nucleicos ajenos expresables. Vectores mas simples, conocidos como
“vectores de transcripcion”, solamente son capaces de transcribirse pero no de
traducirse: pueden replicarse en una célula diana pero no expresarse. El
término “vector” abarca todos los tipos de vectores independientemente de su
funcion. Los vectores capaces de dirigir la expresién de acidos nucleicos
expresables a los que se unen operativamente se denominan habitualmente
“vectores de expresion”.

Los procedimientos y técnicas de la presente divulgacion se realizan
generalmente de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica y
como se ha descrito en diversas referencias generales y mas especificas que
se citan y se analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva a no ser
que se indique de otro modo. Tales referencias incluyen, por ejemplo,
Sambrook y Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (2001), Ausubel y col., Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (2002), y Harlow y Lane
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
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Spring Harbor, NY (1990). Se realizan reacciones enzimaticas y técnicas de
purificacion de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se
consigue habitualmente en la materia 0 como se describe en el presente
documento. Las nomenclaturas usadas en relacién con, y los procedimientos y
técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica organica sintética y
quimica médica y farmacéutica descritas en el presente documento son las
bien conocidas y habitualmente usadas en la materia. Se usan técnicas
convencionales para sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacién
farmacéutica, formulacién y suministro y tratamiento de pacientes.

Como se usa en el presente documento, los veinte aminoacidos
convencionales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Véase
Immunology--A Synthesis (22 Edicion, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer
Associates, Sunderland, Mass. (1991)).

B. MOLECULAS DE UNION QUE SE UNEN A 4-1BB HUMANO

La presente divulgacion proporciona moléculas de unién aisladas que se
unen a 4-1BB humano, incluyendo anticuerpos de 4-1BB, fragmentos de union
a antigeno de los anticuerpos de 4-1BB y derivados de los anticuerpos de 4-
1BB.

B-1. ANTICUERPOS DE 4-1BB

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano en un epitopo dentro de los restos
aminoacidicos 115 - 156 de SEC ID N°% 68. En algunas realizaciones, el
anticuerpo aislado comprende la secuencia de aminoacidos H-CDR1 de SEC
ID N2 29, la secuencia de aminoacidos H-CDR2 de SEC ID N2 30 y la
secuencia de aminoacidos H-CDR3 de SEC ID N2 31. En algunas
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realizaciones adicionales, el anticuerpo aislado comprende la secuencia de
aminodcidos L-CDR1 de SEC ID N®: 34, la secuencia de aminoacidos L-CDR2
de SEC ID N2 35y la secuencia de aminoacidos L-CDR3 de SEC ID N?: 36. En
algunas realizaciones adicionales, los anticuerpos descritos en el presente
documento anteriormente tienen una o mas propiedades biologicas descritas a
continuacion en el presente documento.

En otros aspectos, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que
se une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo: (a) una H-CDR1
como se expone en SEC ID N2: 1, SEC ID N°: 15 o SEC ID N¢: 29; (b) una H-
CDR2 como se expone en SEC ID N2 2, SEC ID N% 16 o SEC ID N%: 30; y (c)
una H-CDR3 como se expone en SEC ID N2 3, SEC ID N2 17 o SEC ID N¢:
31.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se
une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo: (a) una L-CDR1 como
se expone en SEC ID N2%: 6, SEC ID N% 20 o SEC ID N2 34; (b) una L-CDR2
como se expone en SEC ID N°: 7, SEC ID N 21 o SEC ID N%: 35y (c) una L-
CDRS3 como se expone en SEC ID N2: 8, SEC ID N¢: 22, SEC ID N% 36 o SEC
ID N¢: 55.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo: (a) una
H-CDR1 como se expone en SEC ID N°%: 1, SEC ID N°: 15 0 SEC ID N2: 29; (b)
una H-CDR2 como se expone SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 16 o SEC ID N°: 30; y
(c) una H-CDR3 como se expone en SEC ID N2: 3, SEC ID N%: 17 o SEC ID N2
31 y comprende adicionalmente: (d) una L-CDR1 como se expone en SEC ID

N2: 6, SEC ID N2 20 o SEC ID N2 34; (e) una L-CDR2 como se expone en
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SEC ID N%: 7, SEC ID N2 21 o SEC ID N2 35; y (f) una L-CDR3 como se
expone en SEC ID N2%: 8, SEC ID N%: 22, SEC ID N?: 36 o SEC ID N¢®: 55,

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un
anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, selecciondndose dicho
anticuerpo del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N°: 1, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N% 2 y una H-CDR3 como
se expone en SEC ID N¢: 3;

(b) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N°: 15, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N2 16 y una H-CDRS3
como se expone en SEC ID N%: 17;y

(c) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N2 29, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N 30 y una H-CDRS3
como se expone en SEC ID N2: 31.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un
anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, selecciondndose dicho
anticuerpo del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEC
ID N2: 6, una L-CDR2 como se expone en SEC ID N°: 7 y una L-CDR3 como se
expone en SEC ID N2 8;

(b) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEC
ID N¢: 20, una L-CDR2 como se expone en SEC ID N®%: 21 y una L-CDR3 como
se expone en SEC ID N¢: 22;

(c) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEC

ID N°: 34, una L-CDR2 como se expone en SEC ID N®: 35y una L-CDR3 como
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se expone en SEC ID N2: 36; y

(d) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEC
ID N°: 34, una L-CDR2 como se expone en SEC ID N®: 35y una L-CDR3 como
se expone en SEC ID N¢: 55.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un
anticuerpo aislado que se une al 4-1BB humano, seleccionandose dicho
anticuerpo del grupo que consiste en:

(@) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N2: 1, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N: 2, una H-CDR3 como se
expone en SEC ID N2 3; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N°: 6, una L-
CDR2 como se expone en SEC ID N% 7 y una L-CDR3 como se expone en
SEC ID N2: 8;

(b) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N2: 15, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N¢: 16, una H-CDR3 como
se expone en SEC ID N% 17; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N2: 20,
una L-CDR2 como se expone en SEC ID N 21 y una L-CDR3 como se
expone en SEC ID N¢: 22;

(c) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N¢: 29, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N¢: 30, una H-CDR3 como
se expone en SEC ID N%: 31; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N?: 34,
una L-CDR2 como se expone en SEC ID N2 35 y una L-CDR3 como se
expone en SEC ID N2: 36; y

(d) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEC
ID N¢: 29, una H-CDR2 como se expone en SEC ID N®: 30, una H-CDR3 como
se expone en SEC ID N%: 31; una L-CDR1 como se expone en SEC ID N?: 34,
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una L-CDR2 como se expone en SEC ID N 35 y una L-CDR3 como se
expone en SEC ID N?: 55.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo una
secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEC ID N 4,
SEC ID N2: 18, SEC ID N2: 32 0 SEC ID N¢: 43.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo una
secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEC ID N¢: 9,
SEC ID N@: 23, SEC ID N®: 37, SEC ID N 45, SEC ID N2 51, SEC ID N%: 56,
SEC ID N2: 60 o SEC ID N°: 64.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo dicho anticuerpo (1) una
secuencia de aminoacidos de cadena Vy como se expone en SEC ID N 4,
SEC ID N2 18, SEC ID N®% 32 o SEC ID N% 43 y (2) una secuencia de
aminoacidos de cadena V| como se expone en SEC ID N2 9, SEC ID N¢: 23,
SEC ID N2: 37, SEC ID N®: 45, SEC ID N%: 51, SEC ID N¢: 56, SEC ID N2: 60 o
SEC ID N¢: 64.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo
aislado que se une a 4-1BB humano, seleccionandose dicho anticuerpo del
grupo que consisten en:

(a) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N2 4 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N%: 9;

(b) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
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cadena Vy como se expone en SEC ID N2 18 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N¢: 23;

(c) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N®: 32 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V| como se expone en SEC ID N%: 37 o SEC ID N2: 56; y

(d) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena Vy como se expone en SEC ID N®: 43 y una secuencia de aminoacidos
de cadena V. como se expone en SEC ID N2 45, SEC ID N2 51, SEC ID N¢:
60 o SEC ID N¢: 64.

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente
documento anteriormente, incluyendo anticuerpos descritos con referencia a
union de epitopos y anticuerpos descritos con referencia a secuencias de
aminodcidos especificas de CDR o regiones variables, tienen al menos una de
las siguientes propiedades funcionales: (a) se unen a 4-1BB humano con una
Kp de 500 nM o menos; (b) tienen actividad agonista en 4-1BB humano; (c) no
se unen a receptor CD40 humano a concentracion de hasta 1000 nM; (d) no se
unen a receptor CD134 humano a concentraciones de hasta 1000 nM; (e) no
se unen a 4-1BB de rata o de ratdén a concentraciones de hasta 100 nM; (h) son
capaces de inhibir el crecimiento de células tumorales; y (i) tienen efecto
terapéutico en un cancer. En algunas realizaciones adicionales, los anticuerpos
se unen especificamente a 4-1BB humano con una Kp de 500 nM o menos,
100 nM o menos, 50 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM 0 menos 0 1 nM o
menos, para el dominio extracelular de 4-1BB humano como se mide con el
ensayo de BlAcore descrito en la presente divulgacion. En mas realizaciones

adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo humano o anticuerpo humanizado
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que se une especificamente a 4-1BB con una Kp de 500 nM o0 menos, 100 nM
0 menos, 50 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM 0 menos o0 1 nM 0 menos,
para el dominio extracelular de 4-1BB humano como se mide con el ensayo de
BlAcore descrito en la presente divulgacién. En algunas realizaciones
adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo humano que se une
especificamente y selectivamente a 4-1BB humano.

En otras realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente
documento anteriormente comprenden una region variable de cadena pesada
de un gen de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal particular
y/0 una regién variable de cadena ligera de un gen de inmunoglobulina de
cadena ligera de linea germinal particular, tal como un anticuerpo que
comprende una regién variable de cadena pesada que es el producto de, o
deriva de, un gen Vy 1-69, gen Vy 3-23 0 gen Vy 5 humano. Los anticuerpos
ejemplares incluyen MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483.1 y MOR-7483.2,
cada uno de los cuales contiene aminoacidos que derivan de gen Vy 5 de linea
germinal humano.

En otras realizaciones mas, los anticuerpos descritos en el presente
documento anteriormente comprenden una region variable de cadena ligera
que deriva de un gen V. A3 humano. En otra realizacion mas los anticuerpos
descritos en el presente documento anteriormente comprenden una region
variable de cadena pesada que es el producto de, o deriva de, un gen Vy 1-69,
gen Vy 3-23 o0 gen Vy 5 humano y comprenden adicionalmente una region
variable de cadena ligera que es el producto de, o deriva de, un gen V| A3
humano, en el que el anticuerpo o parte del mismo se une especificamente a 4-

1BB humano. Los anticuerpos ejemplares incluyen MOR-7480.1, MOR-7480.2,
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MOR-7483.1 y MOR-7483.2, cada uno de los cuales contiene aminoacidos que
derivan del gen Vy 5y gen VA3 de linea germinal humana, respectivamente.
Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano
comprende regiones variables de cadena ligera o pesada que “derivan de” una
secuencia de linea germinal particular si las regiones variables del anticuerpo
se obtienen de un sistema que usa genes de inmunoglobulina de linea germinal
humana. Tales sistemas incluyen inmunizar un ratén transgénico que porta
genes de inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o explorar una
biblioteca génica de inmunoglobulina humana presentada en fagos con el
antigeno de interés. Un anticuerpo humano que “deriva de” una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana puede identificarse como tal
comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las
secuencias de aminodcidos de inmunoglobulinas de linea germinal humana y
seleccionando la secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana que
es mas cercana en secuencia (es decir, mayor porcentaje de identidad) a la
secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que “deriva de” una
secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana particular puede
contener diferencias de aminoacidos en comparacion con la secuencia de linea
germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas de origen natural o
introduccion intencionada de mutacién dirigida. Sin embargo, un anticuerpo
humano seleccionado tipicamente es al menos 90 % idéntico en secuencia de
aminoacidos a una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de
inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene restos aminoacidicos
que identifican el anticuerpo humano como humano cuando se comparan con

las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras
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especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murinas). En estos casos,
un anticuerpo humano puede ser al menos 95 % o incluso al menos 96 %, 97
%, 98 % 0 99 % idéntico en secuencia de aminodcidos a la secuencia de
aminodcidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. En
ciertos casos, el anticuerpo humano es idéntico en secuencia de aminoacidos a
la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de IGF-1 de linea germinal.
Tipicamente, un anticuerpo humano derivado de una secuencia de linea
germinal humana particular no presentara mas de 10 diferencias de
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo
humano puede presentar no mas de 5 o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1
diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el
gen de inmunoglobulina de linea germinal. Se proporcionan alineamientos de
las secuencias de aminoacidos de regiones variables de los anticuerpos
ilustrativos y las lineas germinales relevantes en la Figura 6.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona anticuerpos aislados que
compiten o compiten de forma cruzada por union a 4-1BB humano con
cualquiera de los anticuerpos ilustrativos de la divulgacion, tales como MOR-
6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-
7483.1 0 MOR-7483.2. En una realizacion particular, la divulgacién proporciona
anticuerpos aislados que compiten o compiten de forma cruzada por la unién al
mismo epitopo en el 4-1BB humano con cualquiera de los anticuerpos
ilustrativos de la divulgacion. La capacidad de un anticuerpo para competir o
competir de forma cruzada por la unién con otro anticuerpo puede determinarse

usando ensayos de unién convencionales conocidos en la técnica, tales como
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analisis de BlAcore, ensayo de ELISA o citometria de flujo. Por ejemplo, puede
permitirse a un anticuerpo ilustrativo de la divulgacion que se una a 4-1BB
humano en condiciones de saturacion y después medir la capacidad del
anticuerpo de ensayo para unirse al 4-1BB. Si el anticuerpo de ensayo es
capaz de unirse al 4-1BB en el mismo momento que el anticuerpo ilustrativo,
entonces el anticuerpo de ensayo se une a un epitopo diferente que el
anticuerpo ilustrativo. Sin embargo, si el anticuerpo de ensayo no es capaz de
unirse al 4-1BB en el mismo momento, entonces el anticuerpo de ensayo se
une al mismo epitopo, un epitopo solapante o un epitopo que esta en
proximidad cercana al epitopo unido al anticuerpo ilustrativo. Este experimento
puede realizarse usando diversos procedimientos, tales como ELISA, RIA,
FACS o resonancia de plasmon superficial.

Los anticuerpos de 4-1BB descritos en el presente documento pueden
estar en cualquier clase, tal como IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. Se prefiere que los
anticuerpos de 4-1BB estén en la clase IgG, tal como subclase IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4, mas preferentemente subclase IgG2. Un anticuerpo de 4-1BB
puede convertirse de una clase o subclase a otra clase o subclase usando
procedimientos conocidos en la técnica. Un procedimiento ejemplar para
producir un anticuerpo en una clase o subclase deseada comprende las etapas
de aislar un acido nucleico que codifica una cadena pesada de un anticuerpo
de 4-1BB y un &cido nucleico que codifica una cadena ligera de un anticuerpo
de 4-1BB, aislando la secuencia que codifica la regién Vy, ligando la secuencia
Vy a una secuencia que codifica una region constante de cadena pesada de la
clase o subclase deseada, expresando el gen de cadena ligera y la

construccion de cadena pesada en una célula y recogiendo el anticuerpo de 4-
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1BB.

Ademas, los anticuerpos proporcionados por la presente divulgacion
pueden ser monoclonales o policlonales, pero preferentemente monoclonales.

Los ejemplos de anticuerpos aislados especificos proporcionados por la
presente divulgacion incluyen los siguientes anticuerpos ilustrativos: MOR-
6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-
7483, MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-7483.2. Las secuencias de
aminoacidos y nucleétidos de la regién variable de cadena pesada, cadena
pesada de longitud completa para la subclase IgG2, regién variable de cadena
ligera y cadena ligera de longitud completa de estos anticuerpos se
proporcionan en la presente divulgacion; se proporciona un indice de las SEC
ID N°: para estas secuencias en la Tabla 1. Las secuencias de aminoacidos de
las CDR de estos anticuerpos ilustrativos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. indice de SEC ID N2:

Anticuerpo | Cadena Longitud Completa Region Variable
Aminoacidos | Nucleotidos | Aminoacidos | Nucleétidos
SECIDN? | SECIDN® | SECIDN? | SECID Ne®
MOR-6032 | Pesada |5 13 4 11
Ligera 10 14 9 12
MOR-7361 | Pesada 19 27 18 25
Ligera 24 28 23 26
MOR-7480 | Pesada |33 41 32 39
Ligera 38 42 37 40
MOR- Pesada |44 49 43 47
7480.1 Ligera 46 50 45 48
MOR- Pesada |44 49 43 47
7480.2 Ligera 52 54 51 53
MOR-7483 | Pesada |33 41 32 39
Ligera 57 59 56 58
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Anticuerpo | Cadena Longitud Completa Region Variable
Aminoacidos | Nucleotidos | Aminoacidos | Nucleétidos
SECIDN? | SECIDN? | SECIDN? | SEC ID N¢
MOR- Pesada 44 49 43 47
7483.1 Ligera 61 63 60 62
MOR- Pesada 44 49 43 47
7483.2 Ligera 65 67 64 66
Tabla 2: Secuencia de Aminoacidos de las CDR
Anticuerpo CDR Secuencia SEC ID N®
MOR-6032 H-CDR1 NSYAIS 1
H-CDR2 GIIPGFGTANYAQKFQG 2
H-CDR3 RKNEEDGGFDH 3
L-CDR1 SGDNLGDYYAS 6
L-CDR2 DDSNRPS 7
L-CDR3 QTWDGTLHFV 8
MOR-7361 H-CDRH1 SDYYMH 15
H-CDR2 VISGSGSNTYYADSVKG 16
H-CDR3 RLYAQFEGDF 17
L-CDR1 SGDNIGSKYVS 20
L-CDR2 SDSERPS 21
L-CDR3 QSWDGSISRV 22
MOR-7480; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7480.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG 30
MOR-7480.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 ATYTGFGSLAV 36
MOR-7483; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7483.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG 30
MOR-7483.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 STYTFVGFTTV 55
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Pueden producirse anticuerpos de la presente divulgacion por técnicas
conocidas en la materia, incluyendo metodologia de anticuerpo monoclonal
convencional, por ejemplo, la técnica de hibridacion de células somaticas
convencional (Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975)),
transformacion viral u oncogénica de linfocitos B o tecnologias de anticuerpo
recombinante como se describen en detalle en el presente documento a
continuacion.

La producciéon de hibridoma es un procedimiento muy bien establecido.
El sistema animal habitual para preparar hibridomas es el sistema murino. Se
conocen en la técnica protocolos de inmunizacién y técnicas para aislamiento
de esplenocitos inmunizados para fusion. También se conocen compareros de
fusion (por ejemplo, células de mieloma murino) y procedimientos de fusion. Un
procedimiento bien conocido que puede usarse para preparar anticuerpos de 4-
1BB humanos proporcionados por la presente divulgacion implica el uso de un
sistema animal XenoMouse™. Los ratones XenoMouse™ son cepas de ratén
obtenidas por ingenieria genética que comprenden grandes fragmentos de loci
de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina humana y son
deficientes en produccion de anticuerpo de raton. Véase, por ejemplo, Green y
col., Nature Genetics 7:13-21 (1994) y documento WO 2003/040170. El animal
se inmuniza con un antigeno de 4-1BB. El antigeno de 4-1BB es 4-1BB aislado
y/o purificado, preferentemente 4-1BB. Puede ser un fragmento de 4-1BB, tal
como el dominio extracelular de 4-1BB, particularmente un fragmento de
dominio extracelular de 4-1BB que comprende los restos aminoacidicos 115 -
156 de SEC ID N°: 68. Puede llevarse a cabo inmunizacion de animales por

cualquier procedimiento conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow y
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Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press,
1990. Se conocen bien en la técnica procedimientos para inmunizar animales
no humanos tales como ratones, ratas, ovejas, cabras, cerdos, vacas y
caballos. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, mencionado anteriormente y la
Patente de Estados Unidos N° 5.994.619. El antigeno de 4-1BB puede
administrarse con un adyuvante para estimular la respuesta inmune. Los
adyuvantes ejemplares incluyen adyuvante de Freund completo o incompleto,
RIBI (dipéptidos de muramilo) o ISCOM (complejos inmunoestimuladores).
Después de inmunizacién de un animal con un antigeno de 4-1BB, se preparan
lineas celulares inmortalizadas productoras de anticuerpos aisladas del animal
inmunizado. Después de la inmunizacion, el animal se sacrifica y se
inmortalizan los linfocitos B de ganglio linfatico y/o esplénicos. Los
procedimientos para inmortalizar células incluyen, pero sin limitacién,
transferirlas con oncogenes, infectarlas con el virus oncogénico, cultivarlas en
condiciones que seleccionan células inmortalizadas, someterlas a compuestos
mutagénicos o carcinogénicos, fusionarlas con una célula inmortalizada, por
ejemplo, una célula de mieloma, e inactivar un gen supresor de tumores.
Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, mencionado anteriormente. Si se usa
fusion con células de mieloma, las células de mieloma preferentemente no
secretan polipéptidos de inmunoglobulina (una linea celular no secretora). Las
células inmortalizadas se exploran usando 4-1BB, una parte del mismo o una
célula que expresa 4-1BB. Las células productoras de anticuerpo de 4-1BB, por
ejemplo, hibridomas, se seleccionan, clonan y exploran adicionalmente con
respecto a caracteristicas deseables, incluyendo crecimiento robusto, alta

produccion de anticuerpos y caracteristicas de anticuerpos deseables, como se
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analiza posteriormente adicionalmente. Los hibridomas pueden expandirse in
vivo en animales singénicos, en animales que carecen de sistema inmune, por
ejemplo, ratones desnudos, o en cultivo celular in vitro. Se conocen bien por los
expertos en la materia procedimientos para seleccionar, clonar y expandir
hibridomas.

Los anticuerpos de la divulgacién también pueden prepararse usando
procedimientos de presentacion de fagos. Tales procedimientos de
presentacion de fagos para aislar anticuerpos humanos estan establecidos en
la técnica, tales como las bibliotecas HuUCAL® como se describen
adicionalmente en el Ejemplo 1. Véase también, por ejemplo: Achim Knappik, y
col: Fully Synthetic Human Combinatorial Antibody Libraries (HUuCAL) Based on
Modular Consensus Frameworks and CDRs Randomized with Trinucleotides. J.
Mol. Biol. (2000) 296, 57-86

B-2. FRAGMENTOS DE UNION A ANTIGENO

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacién proporciona
fragmentos de unién a antigeno de cualquiera de los anticuerpos de 4-1BB
proporcionados por la presente divulgacion.

El fragmento de unién a antigeno puede comprender cualquier
secuencia del anticuerpo. En algunas realizaciones, el fragmento de unién a
antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de: (1) una cadena ligera de
un anticuerpo de 4-1BB; (2) una cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB; (3)
una region variable de la cadena ligera de un anticuerpo de 4-1BB; (4) una
region variable de la cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB; (5) una o mas
CDR (dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR) de un anticuerpo de 4-1BB; o (6) tres

CDR de la cadena ligera y tres CDR de la cadena pesada de un anticuerpo de
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4-1BB.

En algunas realizaciones particulares, la divulgacion proporciona un
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo seleccionado de: MOR-6032,
MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1
o0 MOR-7483.2.

En algunas realizaciones particulares adicionales, los fragmentos de
unién a antigeno de un anticuerpo de 4-1BB incluyen: (i) un fragmento Fab, que
es un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vy, CL y Cul;
(i) un fragmento F(ab’),, que es un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un
fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y Cy1; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominios V| y Vy de una rama sencilla de un anticuerpo; (v) un
fragmento de dAb (Ward y col., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en
un dominio Vy; (vi) una CDR aislada y (vii) un anticuerpo de cadena sencilla
(scFv), que es un polipéptido que comprende una region V. de un anticuerpo
ligado a una regién Vy de un anticuerpo. Bird y col., (1988) Science 242:423-
426 y Huston y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883.

En algunas realizaciones particulares, el fragmento de unién a antigeno
es un fragmento de Fab seleccionado del grupo que consiste en Fab-6032,
Fab-7361, Fab-7480 y Fab-7483.

B-3. DERIVADOS DE ANTICUERPOS

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacién proporciona
derivados de cualquiera de los anticuerpos de 4-1BB proporcionados por la
presente divulgacion.

En un aspecto, el derivado de anticuerpo se deriva de modificaciones de
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las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo ilustrativo (“anticuerpo
parental”’) de la divulgacibn mientras que conserva la estructura molecular
global de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo parental. Pueden
modificarse secuencias de aminoacidos de cualquier region de las cadenas del
anticuerpo parental, tales como regiones flanqueantes, regiones CDR o
regiones constantes. Los tipos de modificaciones incluyen sustituciones,
inserciones, deleciones o combinaciones de las mismas, de uno o mas
aminoacidos del anticuerpo parental. En algunas realizaciones, el derivado de
anticuerpo comprende una regién Vy que sea al menos 65 %, al menos 75 %,
al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97
%, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
como se expone en cualquiera de SEC ID N2 4, 18, 32 o 43. En algunas
realizaciones adicionales, el derivado de anticuerpo comprende una region Vi
que es al menos 65 %, al menos 75 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 %
idéntica a una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de
SEC ID N®: 9, 23, 37, 45, 51, 56, 60 o0 64. En algunas realizaciones particulares
el derivado comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o0 15
sustituciones conservativas o no conservativas y/o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, o 15 adiciones y/o deleciones de una secuencia de aminoacidos
como se expone en cualquiera de SEC ID N2 4, 18, 32, 43, 9, 23, 37, 45, 51,
56, 60 o 64.

Las sustituciones de aminoacidos abarcan tanto sustituciones
conservativas como no conservativas. La expresion “sustitucion de aminoacido

conservativa” significa un reemplazo de un aminoacido con otro aminoacido en
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el que los dos aminoacidos tienen similitud en ciertas propiedades fisico-
quimicas tales como polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilia y/o
la naturaleza anfipatica de los restos implicados. Por ejemplo, pueden
realizarse tipicamente sustituciones dentro de cada uno de los siguientes
grupos: (a) aminoacidos no polares (hidréfobos), tales como alanina, leucina,
isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; (b) aminoacidos
neutros polares, tales como glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparagina y glutamina; (c) aminoacidos cargados positivamente (basicos),
tales como arginina, lisina e histidina; y (d) aminoacidos cargados
negativamente (acidos), tales como acido aspartico y acido glutamico.

Las modificaciones pueden realizarse en cualquier posicion de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo, incluyendo las CDR, regiones
flanqueantes o regiones constantes. En una realizacion, la presente divulgacion
proporciona un derivado de anticuerpo que contiene las secuencias CDR de Vy
y VL de un anticuerpo ilustrativo de la presente divulgacion, pero contiene
secuencias flanqueantes diferentes de las del anticuerpo ilustrativo. Tales
secuencias flanqueantes pueden obtenerse de bases de datos publicas de
ADN o referencias publicadas que incluyen secuencias génicas de anticuerpo
de linea germinal. Por ejemplo, pueden encontrarse secuencias de ADN de
linea germinal para genes de region variable de cadena ligera y pesada
humanos en la base de datos de Genbank o en la base de datos de secuencias
de linea germinal humanas “VBase” (Kabat, E. A., y col., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, Publicacion de NIH N°¢ 91-3242 (1991);
Tomlinson, I. M., y col., J. Mol. Biol. 227:776-798 (1992); y Cox, J. P. L. y col.,
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Eur. J. Immunol. 24:827-836 (1994)). Las secuencias flanqueantes que pueden
usarse en la construccién de un derivado de anticuerpo incluyen las que son
estructuralmente similares a las secuencias flanqueantes usadas por
anticuerpos ilustrativos de la divulgacién, por ejemplo, similares a las
secuencias flanqueantes Vy 3-23 y/o las secuencias flanqueantes V. A3 o A1-
13 usadas por anticuerpos ilustrativos de la divulgacién. Por ejemplo, las
secuencias H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRBS, y las secuencias L-CDR1, L-CDR2 y
L-CDR3 de un anticuerpo ilustrativo pueden injertarse en regiones flanqueantes
que tienen la secuencia idéntica a la hallada en el gen de inmunoglobulina de
linea germinal del que deriva la secuencia flanqueante o las secuencias de
CDR pueden injertarse en regiones flanqueantes que contienen una o0 mas
mutaciones en comparacion con las secuencias de linea germinal.

En una realizacion particular, el derivado de anticuerpo es un anticuerpo
quimérico que comprende una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo
ilustrativo de la divulgacién. En un ejemplo, una o mas CDR de uno o mas
anticuerpos humanos ilustrativos se combinan con CDR de un anticuerpo de un
animal no humano, tal como ratén o rata. En otro ejemplo, todas las CDR del
anticuerpo quimérico derivan de uno o mas anticuerpos ilustrativos. En algunas
realizaciones particulares, el anticuerpo quimérico comprende una, dos o tres
CDR de la regién variable de cadena pesada o de la region variable de cadena
ligera de un anticuerpo ilustrativo. Pueden generarse anticuerpos quiméricos
usando procedimientos convencionales conocidos en la técnica.

Otro tipo de modificacién es mutar restos aminoacidicos dentro de las
regiones CDR1, CDR2 y/o CDRS3 de la cadena Vy y/o V.. Puede realizarse

mutagénesis dirigida o mutagénesis mediada por PCR para introducir la
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mutacion o mutaciones y el efecto en unién de anticuerpo u otra propiedad
funcional de interés, puede evaluarse en ensayos in vitro o in vivo conocidos en
la técnica. Tipicamente, se introducen sustituciones conservativas. Las
mutaciones pueden ser adiciones y/o deleciones de aminoacidos. Ademas,
tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco restos dentro de
una region CDR. En algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo
comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos en las H-CDR y/o en las
CDR de cadena ligera. En otra realizacién, la sustitucion de aminoacidos es
cambiar una o0 mas cisteinas en un anticuerpo a otro resto, tal como, sin
limitacion, alanina o serina. La cisteina puede ser una cisteina canoénica o no
canonica. En una realizacién, el derivado de anticuerpo tiene 1, 2, 3 0 4
sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones H-CDR en relacién
con las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo ilustrativo.

También pueden realizarse modificaciones a los restos flanqueantes
dentro de las regiones Vy y/o V.. Tipicamente, tales variantes flanqueantes se
realizan para reducir la inmunogenicidad del anticuerpo. Un enfoque es
“retromutar” uno o mas restos flanqueantes a la secuencia de linea germinal
correspondiente. Un anticuerpo que ha experimentado mutacion somatica
puede contener restos flanqueantes que difieren de la secuencia de linea
germinal de la que deriva el anticuerpo. Tales restos pueden identificarse
comparando las secuencias flanqueantes del anticuerpo con las secuencias de
linea germinal de las que deriva el anticuerpo. Para devolver las secuencias de
region flanqueante a su configuracion de linea germinal, las mutaciones
somaticas pueden “retromutarse” a la secuencia de linea germinal por, por

ejemplo, mutagénesis dirigida 0 mutagénesis mediada por PCR. Varios de los
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anticuerpos ilustrativos de la presente divulgacién experimentaron tales
“retromutaciones” a ciertas secuencias de linea germinal, como se describe
adicionalmente en el Ejemplo 6.

Ademas, también pueden realizarse modificaciones dentro de la region
Fc de un anticuerpo ilustrativo, tipicamente para alterar una o0 mas propiedades
funcionales del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacion de
complemento, union al receptor de Fc y/o citotoxicidad celular dependiente de
antigeno. En un ejemplo, la region bisagra de CH1 se modifica de modo que el
nuamero de restos de cisteina en la region bisagra se altera, por ejemplo,
aumenta o reduce. Este enfoque se describe adicionalmente en la Patente de
Estados Unidos N® 5.677.425. El numero de restos de cisteina en la region
bisagra de CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las
cadenas ligera y pesada o para aumentar o reducir la estabilidad del
anticuerpo. En otro caso, la region bisagra Fc de un anticuerpo se muta para
reducir la semivida bioldgica del anticuerpo.

Ademas, un anticuerpo de la divulgacion puede modificarse para alterar
su patrén o sitio de glucosilaciéon potencial. Ambos anticuerpos ilustrativos
MOR-7480 y MOR-7483 y cualquier variante de linea germinal de los mismos y
anticuerpos que comprenden las secuencias de aminoacidos de la regién
variable de cadena pesada de MOR-7480 y MOR-7483, comprenden un sitio
de glucosilacion ligado a N potencial (NYS) en la asparagina 59 en el dominio
variable de cadena pesada. Las versiones IgG de estos anticuerpos
comprenden adicionalmente un segundo sitio de glucosilacion ligado a N en el
dominio Fc de cadena pesada. Mas especificamente, para la versiéon IgG2 de

estos anticuerpos, el sitio de glucosilacion ligado a N de Fc (NST) aparece en
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la asparagina 292 en el dominio CH2 de cadena pesada. Por lo tanto, cada
cadena pesada puede comprender ocupacion de glucano 0, 1 (en Fabo Fc) 0 2
de modo que un anticuerpo que comprende dos cadenas ligeras y dos pesadas
puede comprender cualquier combinacidén que varie de ocupacion de glucano 0
(es decir, sin glucosilacién en ninguno de los cuatro sitios potenciales de
glucosilacion) a ocupacién de glucano 4 (es decir, glucosilado en ambos sitios
Fab y Fc en cada cadena). En otro aspecto, la presente divulgacion
proporciona un derivado de un anticuerpo de 4-1BB de la divulgacion que
contiene al menos una mutacion en una region variable de una cadena ligera o
cadena pesada que cambia el patrén de glucosilacion en la region variable. Un
derivado de anticuerpo tal puede tener una afinidad aumentada y/o
especificidad modificada para unién a un antigeno. Las mutaciones pueden
anadir un nuevo sitio de glucosilacién en la regién V, cambiar la localizacién de
uno o mas sitios de glucosilacién de la region V o retirar un sitio de
glucosilacion de regidbn V preexistente. En una realizacion, la presente
divulgacién proporciona un derivado de un anticuerpo de 4-1BB que tiene un
sitio de glucosilacion potencial ligado a N en la asparagina 59 en la regién
variable de cadena pesada, en el que el sitio potencial de glucosilacion ligado a
N en una region variable de cadena pesada se elimina. En otra realizacion, la
presente divulgacion proporciona un derivado de un anticuerpo de 4-1BB que
tiene un sitio de glucosilacién potencial ligado a N en la asparagina 59 en la
region variable de cadena pesada, en el que el sitio de glucosilacién potencial
ligado a N en ambas regiones variables de cadena pesada se elimina. Se
conocen en la técnica procedimientos para alterar el patrén de glucosilacion de

un anticuerpo, tales como los descritos en la Patente de Estados Unidos N®
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6.933.368, la divulgacion de la cual se incorpora en el presente documento por
referencia.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un derivado de
anticuerpo que comprende un anticuerpo de 4-1BB, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, como se ha descrito en el presente documento, ligado a
una entidad molecular adicional. Los ejemplos de entidades moleculares
adicionales incluyen agentes farmacéuticos, péptidos o proteinas, agente de
deteccion o marcadores y anticuerpos.

En algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo comprende un
anticuerpo de la divulgacion ligado a un agente farmacéutico. Los ejemplos de
agentes farmacéuticos incluyen agentes citotdxicos u otros agentes
terapéuticos de cancer e isétopos radiactivos. Los ejemplos especificos de
agentes citotoxicos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etopoésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina,
colchicina,  doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracin  diona,
mitoxantrona, mitramicina,  actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina y
analogos u homodlogos de los mismos. Los agentes terapéuticos también
incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil dacarbacina), agentes
alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, clorambucilo de tiotepa, melfalan,
carmustina  (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamin platino (ll)
(DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente

daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina
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(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)), y
agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). Los ejemplos de
is6topos radiactivos que pueden conjugarse con anticuerpos para Su uso
diagnéstico o terapéutico incluyen, pero sin limitacién, yodo'', indio'"", itrio® y
lutecio'”’. Se conocen en la técnica procedimientos para unir un anticuerpo a
un agente farmacéutico, tales como usando diversas tecnologias de engarce.
Los ejemplos de tipos de engarce incluyen hidrazonas, tioéteres, ésteres,
disulfuros y engarces que contienen péptidos. Para un analisis adicional de
engarces y procedimientos para unir agentes terapéuticos a anticuerpos, véase
también Saito y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215 (2003); Trail, y col.,
Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337 (2003); Payne, Cancer Cell 3:207-
212 (2003); Allen, Nat. Rev. Cancer 2:750-763 (2002); Pastan, |. and Kreitman,
Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091 (2002); Senter, P.D. y Springer, C.J.
(2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

En una realizacién particular, el derivado de anticuerpo es un multimero
de anticuerpo de 4-1BB, que es una forma multimérica de un anticuerpo de 4-
1BB, tal como dimeros, trimeros o multimeros de mayor orden de anticuerpo de
anticuerpos monoméricos. Los monémeros individuales dentro de un multimero
de anticuerpo pueden ser idénticos o diferentes. Ademas, los anticuerpos
individuales dentro de un multimero pueden tener la misma o diferentes
especifidades de union. La multimerizacién de anticuerpos puede conseguirse
a través de agregaciéon natural de anticuerpos. Por ejemplo, cierto porcentaje
de preparaciones de anticuerpo purificadas (por ejemplo, moléculas de IgG1

purificadas), forman espontaneamente agregados proteicos que contienen

homodimeros de anticuerpo y otros multimeros de anticuerpo de mayor orden.
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Como alternativa, pueden formarse homodimeros de anticuerpo a través de
técnicas de engarce quimico conocidas en la materia, tales como a través del
uso de agentes de entrecruzamiento. Los entrecruzadores adecuados incluyen
los que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos claramente reactivos
separados por un espaciador apropiado (tal como m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida  éster,  succinimidil  4-(maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato y N-succinimidil S-acetiltio-acetato) u homobifuncionales (tales
como suberato de disuccinimidilo). Tales engarces estan disponibles en el
mercado de, por ejemplo, Pierce Chemical Company, Rockford, IL. También
puede hacerse que los anticuerpos multimericen a través de técnicas de ADN
recombinante conocidas en la materia.

Los ejemplos de otros derivados de anticuerpo proporcionados por la
presente divulgacién incluyen anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos,
anticuerpos de dominio, nanocuerpos y unicuerpos. Un “anticuerpo de cadena
sencilla” (scFv) consiste en una cadena polipeptidica sencilla que comprende
un dominio V ligado a un dominio Vy en la que el dominio V. y dominio Vy se
emparejan para formar una molécula monovalente. Puede prepararse un
anticuerpo de cadena sencilla de acuerdo con un procedimiento conocido en la
técnica (véase, por ejemplo, Bird y col., (1988) Science 242:423 426 y Huston y
col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 5883). Un “diacuerpo” consiste
en dos cadenas, comprendiendo cada cadena una regién variable de cadena
pesada conectada a una region variable de cadena ligera en la misma cadena
polipeptidica conectada por un engarce peptidico corto, en las que las dos
regiones de la misma cadena no se emparejan entre si sino con dominios

complementarios en la otra cadena para formar una molécula biespecifica. Se
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conocen en la técnica procedimientos para preparar diacuerpos (véase, por
ejemplo, Holliger P. y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444 6448 y
Poljak R. J. y col., (1994) Structure 2:1121 1123). Los anticuerpos de dominio
(dAb) son unidades de union funcionales pequenas de anticuerpos, que
corresponden a las regiones variables de las cadenas pesada o ligera de los
anticuerpos. Los anticuerpos de dominio se expresan bien en sistemas
celulares bacterianos, de levadura y de mamifero. Se conocen en la técnica
detalles adicionales de anticuerpos de dominio y procedimientos de produccién
de los mismos (véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N® 6.291.158;
6.582.915; 6.593.081; 6.172.197; 6.696.245; Patentes europeas 0368684 vy
0616640; documentos WO 05/035572, WO 04/101790, WO 04/081026, WO
04/058821, WO 04/003019 y WO03/002609). Los nanocuerpos derivan de las
cadenas pesadas de un anticuerpo. Un nanocuerpo tipicamente comprende un
dominio variable sencillo y dos dominios constantes (CH2 y CH3) y conserva
capacidad de unién a antigeno del anticuerpo original. Los nanocuerpos
pueden prepararse por procedimientos conocidos en la técnica (véase por
ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 6.765.087, Patente de Estados Unidos
N? 6.838.254, documento WO 06/079372). Los unicuerpos consisten en una
cadena ligera y una cadena pesada de un anticuerpo IgG4. Los unicuerpos
pueden prepararse por la retirada de la region bisagra de anticuerpos IgG4.
Pueden encontrarse detalles adicionales de unicuerpos y procedimientos para
prepararlos en el documento WO 2007/059782.

C. ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS HUESPED Y
PROCEDIMIENTOS RECOMBINANTES PARA PRODUCIR ANTICUERPOS
DE 4-1BB
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Otro aspecto de la divulgacién proporciona una molécula de &cido
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia de aminoacidos de una molécula de union proporcionada por la
presente divulgacion. La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
de nucledtidos puede ser cualquier parte de un anticuerpo, tal como una CDR,
una secuencia que comprende una, dos o tres CDR, una region variable de una
cadena pesada, region variable de una cadena ligera o puede ser una cadena
pesada de longitud completa o una cadena ligera de longitud completa. Un
acido nucleico de la divulgacion puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede o
no contener secuencias intrénicas. Tipicamente, el acido nucleico es una
molécula de ADNc.

En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona una molécula de
acido nucleico aislada que comprende o consiste en una secuencia de
nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en: (1) secuencia de aminoacidos de una H-CDR3 o L-CDR3 de
un anticuerpo ilustrativo; (2) una region variable de una cadena pesada o
region variable de una cadena ligera de un anticuerpo ilustrativo; o (3) una
cadena pesada de longitud completa o cadena ligera de longitud completa de
un anticuerpo ilustrativo.

En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico comprende o
consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEC ID N2: 1-10, 15-24,
29-38, 43, 44, 45, 46, 51, 52, 55-57, 60, 61, 64 y 65.

En otras realizaciones mas, la molécula de acido nucleico comprende o

consiste en una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste
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en SEC ID N%: 11-14, 25-28, 39-42, 47-50, 53, 54, 58, 59, 62, 63, 66 y 67.

Pueden obtenerse acidos nucleicos de la divulgacién cualquier técnica
de biologia molecular adecuada. Para anticuerpos expresados por hibridomas,
pueden obtenerse ADNc que codifican las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo realizado por el hibridoma mediante amplificacion por PCR o
técnicas de clonacién de ADNc. Para anticuerpos obtenidos de una biblioteca
génica de inmunoglobulina (por ejemplo, usando técnicas de presentacion de
fagos), el acido nucleico que codifica el anticuerpo puede recuperarse de la
biblioteca.

El ADN aislado que codifica la regiéon Vy puede reconvertirse a un gen
de cadena pesada de longitud completa uniendo operativamente el ADN que
codifica Vy con otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CHS3). Las secuencias de genes de region
constante de cadena pesada humanos se conocen en la técnica (véase por
ejemplo, Kabat y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
Unidos, Publicacion de NIH N¢ 91-3242) y pueden obtenerse fragmentos de
AND que abarcan estas regiones por amplificaciéon de PCR convencional. La
region constante de cadena pesada puede ser una regién constante IgG1,
1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero mas preferentemente es una regién
constante IgG1 o IgG4. La secuencia de regién constante IgG1 puede ser
cualquiera de los diversos alelos o alotipos que se sabe que aparecen entre
diferentes individuos, tales como Gm(1), Gm(2), Gm(3) y Gm(17). Estos
alotipos representan sustitucion de aminoacidos de origen natural en las

regiones constantes IgG1. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab, el
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ADN que codifica V4 puede unirse operativamente a otra molécula de ADN que
codifica solamente la region constante de cadena pesada CH1.

El ADN aislado que codifica la regién V| puede convertirse en un gen de
cadena ligera de longitud completa (asi como gen de cadena ligera de Fab)
uniendo operativamente el ADN que codifica V| con otra molécula de ADN que
codifica la region constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes de
regidon constante de cadena ligera humana se conocen en la técnica (véase,
por ejemplo, Kabat y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
Estados Unidos, Publicacién de NIH N? 91-3242) y pueden obtenerse
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones mediante amplificacion por
PCR convencional. La region constante de cadena ligera puede ser una regién
constante kappa o lambda.

Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN que codifican Vi y V.
se unen operativamente a otro fragmento que codifica un engarce flexible, por
ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly4 - Ser)s, de modo que
las secuencias Vy y VL pueden expresarse como una proteina de cadena
sencilla contigua, con las regiones V. y Vy unidas por el engarce flexible (véase
por ejemplo, Bird y col., Science 242:423-426 (1988); Huston y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); y McCafferty y col., Nature 348:552-554
(1990)).

La presente divulgacién proporciona ademas un vector que comprende
una molécula de acido nucleico proporcionada para la presente divulgacion. La
molécula de acido nucleico puede codificar una parte de una cadena ligera o

cadena pesada (tal como una CDR o una region variable), una cadena ligera o
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pesada de longitud completa, polipéptido que comprende una parte o la
longitud completa de una cadena pesada o ligera o una secuencia de
aminoacidos de un derivado de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno. En
algunas realizaciones, el vector es un vector de expresioén util para la expresién
de una molécula de unién, tal como un anticuerpo o un fragmento de unioén a
antigeno del mismo.

Para expresar una molécula de unién de la divulgacion, se insertan ADN
que codifican cadenas ligera y pesada de longitud completa o parcial en
vectores de expresion de modo que las moléculas de ADN se unen
operativamente a secuencias de control transcripcional y traduccional. En este
contexto, la expresiébn “unido operativamente” significa que un gen de
anticuerpo esta ligado a un vector de modo que las secuencias de control
traduccional y transcripcional dentro del vector cumplen su funcién pretendida
de regular la transcripcion y traduccion de la molécula de ADN. El vector de
expresién y las secuencias de control de la expresidén se seleccionan para que
sean compatibles con la célula huésped de expresion usada. El gen de cadena
ligera del anticuerpo y el gen de cadena pesada del anticuerpo pueden
insertarse en vectores separados 0, mas tipicamente, ambos genes se insertan
en el mismo vector de expresiéon. Los genes del anticuerpo se insertan en el
vector de expresién por cualquier procedimiento adecuado (por ejemplo,
ligacion de sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del
anticuerpo y vector o ligacion de extremos romos si no hay sitios de restriccién
presentes). Las regiones variables de cadena pesada y ligera de los
anticuerpos descritos en el presente documento pueden usarse para crear

genes de anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo y subclase de
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anticuerpo insertandolas en vectores de expresién que ya codifican regiones
constantes de cadena ligera y constantes de cadena pesada del isotipo y
subclase deseados de modo que el segmento Vy se une operativamente al
segmento o segmentos Cy dentro del vector y el segmento Vg se une
operativamente al segmento C_ dentro del vector. Adicionalmente, o como
alternativa, el vector de expresién recombinante puede codificar un péptido
sefal que facilita la secrecion de la cadena del anticuerpo de una célula
huésped. El gen de cadena del anticuerpo puede clonarse en el vector de
modo que el péptido sefal se une en fase con el extremo amino terminal del
gen de cadena de anticuerpo. El péptido senal puede ser un péptido senal de
inmunoglobulina o un péptido senal heterélogo (es decir, un péptido senal de
una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de
expresion de la divulgacion tipicamente portan secuencias reguladoras que
controlan la expresion de los genes de la cadena de anticuerpo en una célula
huésped. La expresion “secuencia reguladora” pretende incluir promotores,
potenciadores y otros elementos de control de la expresién (por ejemplo,
sefales de poliadenilacion) que controlan la transcripciéon o traduccion de los
genes de cadena de anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen,
por ejemplo, en (Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, CA (1990)). Se apreciara por los expertos en la
materia que el disefo del vector de expresion, incluyendo la seleccion de
secuencias reguladoras, puede depender de tales factores como la seleccién
de la célula huésped a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado,

etc. Los ejemplos de secuencias reguladoras para expresion en célula huésped
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de mamifero incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresién
proteica en células de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores
derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus (por
ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP) y polioma). Como
alternativa, pueden usarse secuencias reguladoras no virales, tales como el
promotor de ubiquitina o promotor de [-globina. Ademas, elementos
reguladores compuestos de secuencias de diferentes fuentes, tales como el
sistema de promotor SR, que contiene secuencias del promotor temprano de
SV40 y la repeticion terminal larga del virus de leucemia de linfocitos T
humanos de tipo 1 (Takebe, Y.y col. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo y secuencias
reguladoras, los vectores de expresién pueden portar secuencias adicionales,
tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en células huésped
(por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El
gen marcador seleccionable facilita la seleccidén de células huésped en las que
el vector se ha introducido (véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N°
4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel y col.). Por ejemplo,
tipicamente el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos,
tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula huésped en la que
se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables incluyen el
gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células huésped dhfr
con seleccién/amplificacion por metotrexato) y el gen neo (para seleccion de
G418).

Para expresion de las cadenas ligera y pesada el vector o vectores de

expresion que codifican las cadenas pesada y ligera se transfectan en una
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célula huésped por cualquier técnica adecuada. Las diversas formas del
término “transfeccién” pretenden abarcar una amplia diversidad de técnicas
habitualmente usadas para la introduccion de ADN exdgeno en una célula
huésped procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacién, precipitacion por
fosfato célcico, transfeccion de DEAE-dextrano y similares. Aunque es posible
expresar los anticuerpos de la divulgaciéon en células huésped procariotas o
eucariotas, la expresién de anticuerpos en células eucariotas y tipicamente
células de huésped de mamifero, es mas tipica.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente una célula huésped
que contiene una molécula de acido nucleico proporcionada por la presente
divulgacién. La célula huésped puede ser virtualmente cualquier célula para la
que estan disponibles vectores de expresion. Puede ser, por ejemplo, una
célula huésped eucariota superior, tal como una célula de mamifero, una célula
huésped eucariota inferior, tal como una célula de levadura y puede ser una
célula procariota, tal como una célula bacteriana. La introduccién de la
construccion de &cido nucleico recombinante en la célula huésped puede
efectuarse por transfeccion de fosfato célcico, DEAE, transfeccion mediada por
dextrano, electroporacion o infeccion por fago.

Los huéspedes procariotas adecuados para transformacién incluyen E.
coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies dentro de los
géneros Pseudomonas, Streptomycesy Staphylococcus.

Las células huésped de mamifero para expresar una molécula de unién
de la divulgacion incluyen, por ejemplo, células de Ovario de Hamster Chino
(CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216-4220 (1980), usadas con un marcador seleccionable
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DHFR, por ejemplo, como se describe en Kaufman y Sharp, J. Mol. Biol.
159:601-621 (1982), células de mieloma NSO, células COS y células Sp2. En
particular, para su uso con células de mieloma NSO o CHO, otro sistema de
expresion es el sistema de expresion génica GS (glutamina sintetasa)
desvelado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841.
Cuando se introducen vectores de expresion que codifican genes de
anticuerpos en células huésped de mamifero, los anticuerpos se producen
cultivando las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir la expresién del anticuerpo en las células huésped o secrecién del
anticuerpo en el medio de cultivo en el que crecen las células huésped. Pueden
recuperarse anticuerpos del medio de cultivo usando cualquier procedimiento
de purificacion de proteinas adecuado.

D. COMPOSICIONES

En otros aspectos, la presente divulgacién proporciona una composicion
que contiene una molécula de unién proporcionada por la divulgaciéon. En un
aspecto, la composicion es una composicién farmacéutica que comprende una
molécula de unién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones pueden prepararse por procedimientos convencionales
conocidos en la técnica.

La expresion “composicion farmacéutica” y “formulacion farmacéutica” se
refiere a composiciones que comprenden cualquiera de las moléculas de union,
cualquiera de los anticuerpos, cualquiera de las partes de unién a antigeno de
los mismos o un derivado de los mismos, como se describe en el presente
documento junto con uno o mas excipientes, diluyentes o vehiculos

farmacéuticamente aceptables segun se requiera para preparar las formas
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farmacéuticas para el suministro eficaz de la molécula de unién.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una
composicién que comprende un anticuerpo, o una parte de uniéon a antigeno
del mismo, proporcionado por la presente divulgacion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, en la que dicho anticuerpo o una parte de unién
a antigeno comprende un dominio variable que comprende la secuencia de
aminoacidos de CDR expuesta en SEC ID N% 30 y en la que dicha
composicién comprende no mas de aproximadamente 11 %, 10 %, 8 %, 5 %, 3
% 0 2 % de dicho anticuerpo, o parte de union a antigeno, que se glucosila en
la asparagina de dicha secuencia de aminoacidos en comparacién con la
cantidad total de anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, presente
en dicha composicion. En otra realizacién, la composicién comprende al menos
aproximadamente 2 % de dicho anticuerpo, o parte de union a antigeno, que se
glucosila en la asparagina de dicha secuencia de aminoacidos de SEC ID N%
30 en comparacién con la cantidad total de anticuerpo, o parte de uniéon a
antigeno del mismo, presente en dicha composicién.

Como se usa en el presente documento, el término “excipiente” significa
las sustancias usadas para formular principios activos farmacéuticos en
formulaciones farmacéuticas; en una realizacién preferida, un excipiente no
reduce ni interfiere con el efecto terapéutico primario de los principios activos
farmacéuticos. Preferentemente, un excipiente es terapéuticamente inerte. El
término  “excipiente” abarca vehiculos, diluyentes, transportadores,
solubilizadores, estabilizadores, agentes formadores de volumen, agentes de
ajuste de pH acido o basico y aglutinantes. Los excipientes también pueden ser

las sustancias presentes en una formulacion farmacéutica como resultado



10

15

20

25

67

indirecto o no pretendido del procedimiento de fabricacidén. Preferentemente,
los excipientes se aprueban o se consideran seguros para administracion
humana y animal, es decir, sustancias GRAS (generalmente consideradas
seguras). Las sustancias GRAS se enumeran por la Administracién de
Farmacos y Alimentos en el Cédigo de Regulaciones Federales (CFR) en 21
CFR 182y 21 CFR 184, incorporados en el presente documento por referencia.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a
cualquier sustancia inactiva que sea adecuada para su uso en una formulacién
para el suministro de una molécula de unién. Un vehiculo puede ser un
antiadherente, aglutinante, revestimiento, disgregante, carga o diluyente,
conservante (tal como agente antioxidante, antibacteriano o antifingico),
edulcorante, agente retardante de la absorcion, agente humectante, agente
emulsionante, tampén y similares. Los ejemplos de vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen agua, etanol, polioles (tales
como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), dextrosa, aceites
vegetales (tales como aceite de oliva), solucién salina, tampén, solucién salina
tamponada y agentes isotonicos tales como azucares, polialcoholes, sorbitol y
cloruro sodico.

La expresion “agente tamponante” se refiere a un excipiente
farmacéuticamente aceptable, que estabiliza el pH de una preparacién
farmacéutica. Los tampones adecuados se conocen bien en la técnica y
pueden encontrarse en la bibliografia. Por ejemplo, pueden emplearse
tampones de histidina, tampones de glicina, tampones tris o de acetato y/o los
acidos o bases libres respectivos de los mismos, asi como mezclas de las

diversas sales y/o acidos y bases de los mismo. En una realizacion particular,
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los tampones son tampones de histidina, es decir tampones que tienen
histidina, generalmente L-histidina como agente tamponante. Un tampodn
particular es tampon L-histidina/HCI, que comprende L-histidina,
monoclorhidrato de L-histidina o mezclas de L-histidina y monoclorhidrato de L-
histidina. Los tampones de L-histidina generalmente se usan a una
concentracién de aproximadamente 0,05 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml,
de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml o de
aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 1 mg/ml. Los tampones de
monoclorhidrato de L-histidina generalmente se usan a una concentracién de
aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml o de aproximadamente
2 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml.

Independientemente del tampdn usado, el pH puede ajustarse a un valor
en el intervalo de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 7,0 o de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0, con una base o un &cido
conocidos en la técnica, por ejemplo acido clorhidrico, acido acético, acido
fosférico, acido sulfurico y acido citrico, hidroxido sddico e hidréxido potasico.

En un aspecto la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende: L-histidina de 0,1 a 1 mg/ml; monoclorhidrato de
L-histidina de 1 a 5 mg/ml; Trehalosa deshidratada de 50 a 100 mg/ml; EDTA
disédica dihidrato de 0,01 a 0,1 mg/ml; y polisorbato 80 de 0,05 a 1 mg/ml; a un
pH en el intervalo de 4,0 a 7,0.

En una realizacion particular, la concentracién de la molécula de union
comprendida en la composicidbn de acuerdo con la invencion esta en el

intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 22 mg/ml.
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En otra realizacién particular, el agente tamponante comprendido en la
composicién de acuerdo con la invencidon es un tampén de histidina, por
ejemplo, un tampén de L-histidina/HCI, un tampén de acetato o un tampén de
acetato sédico. En una realizacion particular, el agente tamponante es L-
histidina/HCI.

En una realizacion en particular, el tampdn esta a una concentracion de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 50 mM o de 1 mM a
aproximadamente 25 mM.

El pH de una composicién de la invencién puede seleccionarse de los
siguientes intervalos: de 3 a 10 o de 4 a 9. En una realizacién particular, el
agente tamponante proporciona un pH de 5,0 a 6,0 o 5,5 £ 0,3. Pueden ser
necesarios ajustes de pH rutinarios dentro o fuera de estos intervalos para
mejorar la solubilidad o estabilidad del polipéptido u otros componentes de la
composicion.

En una realizacién, la composicibn comprende un polisorbato, por
ejemplo, polisorbato 20 o polisorbato 80. En una realizacion particular, el
polisorbato 80 esta a una concentracién de 0,01 a 10 mg/ml, 0,5 a 5 mg/ml o
0,1 a 0,5 mg/ml.

En una realizaciébn, se selecciona al menos un estabilizador
comprendido en la composicion de acuerdo con la invencion de los grupos de
sales, por ejemplo, cloruro sédico, sacaridos, trehalosa dihidrato o sacarosa y
aminoacidos, tales como clorhidrato de arginina. En una realizacion particular,
al menos un estabilizador esta a una concentraciéon de 10 a 200 mg/ml, 20 a
150 mg/ml 0 50 a 100 mg/ml.

Como se usa en el presente documento, la expresion “agente quelante”
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generalmente se refiere a un excipiente que puede formar al menos un enlace
(por ejemplo, covalente, idnico o distinto) con un i6n metalico. Un agente
quelante es tipicamente un ligando multidentado que puede usarse en
composiciones liquidas seleccionadas como un estabilizador para formar
complejo con especies, que podria promover la inestabilidad. Con frecuencia,
los compuestos que pueden actuar como un agente quelante tendran grupos
funcionales ricos en electrones. Los grupos funcionales ricos en electrones
adecuados incluyen grupos de &cido carboxilico, grupos hidroxi y grupos
amino. La disposicion de estos grupos en acidos aminopolicarboxilicos, acidos
hidroxipolicarboxilicos, acidos hidroxiaminocarboxilicos y similares, da como
resultado restos que tienen la capacidad de unirse a metales.

Sin embargo, la presente invencién no pretende limitarse a agentes
quelantes que potencian la estabilidad del anticuerpo principalmente por la
capacidad del agente quelante para formar enlaces con un ién metélico. Por lo
tanto, la presente invencidén no pretende limitarse por el mecanismo especifico
por el que el agente quelante estabiliza las composiciones de la presente
invencion y los excipientes denominados agentes quelantes en el presente
documento pueden conseguir sus propiedades de potenciacion de la
estabilidad del anticuerpo a través de mecanismos que no estan en absoluto
relacionados con la capacidad del agente quelante para formar enlaces con un
ion metalico.

Los agentes quelantes que son adecuados para su uso en la presente
invencion incluyen, pero sin limitacién, acidos aminopolicarboxilicos, &cidos
hidroxiaminocarboxilicos, glicinas N-sustituidas, acido 2-(2-amino-2-oxoetil)

aminoetano sulfénico (BES), deferoxamina (DEF), acido citrico, niacinamida y
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desoxicolatos. Los ejemplos de &acidos aminopolicarboxilicos adecuados
incluyen &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), &cido dietilentriamin
pentaacético 5 (DTPA), acido nitrilotriacético (NTA), acido N-2-acetamido-2-
iminodiacético (ADA), bis(aminoetil)glicoléter, acido N,N,N’,N'-tetraacético
(EGTA), acido trans-diaminociclohexano tetraacético (DCTA), acido glutamico y
acido aspartico. Los ejemplos de acidos hidroxiaminocarboxilicos adecuados
incluyen acido N-hidroxietiliminodiacético (HIMDA), N,N-bis-hidroxietilglicina
(bicina) y N-(trishidroximetilmetil) 10 glicina (tricina). Un ejemplo de una glicina
N-sustituida adecuada es glicilglicina. Un ejemplo de un desoxicolato es
desoxicolato sodico.

Los agentes quelantes usados en la invencién pueden estar presentes,
cuando sea posible, como la forma de base libre o acido libre del compuesto
(por ejemplo, denominado de forma intercambiable en el presente documento
“‘EDTA” o “edetato”) o como una forma de sal correspondiente (por ejemplo, la
sal de adicién de acidos o sal de adicion de bases correspondiente, tal como
edetato disddico). Las sales de adicion de acidos adecuadas, por ejemplo,
incluyen sales de metales alcalinos (por ejemplo, sales potasicas o sédicas),
sales de metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio) y pueden prepararse
sales usando otros iones metalicos unidos débilmente. Como se conoce en la
técnica, la naturaleza de la sal y el niumero de cargas a neutralizar dependera
del numero de grupos carboxilo presentes y el pH al que se proporciona el
agente quelante estabilizador. Como también se conoce en la técnica, los
agentes quelantes tienen diversas fuerzas con las que se unen a iones diana
particulares. Como ilustracion adicional, las sales adecuadas de EDTA incluyen

edetato dipotasico, edetato disédico, edetato calcico disodico, edetato sodico,
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edetato trisédico y edetato potasico; y una sal adecuada de deferoxamina
(DEF) es mesilato de deferoxamina (DFM).

Los agentes quelantes usados en la invencién pueden estar presentes
como una forma anhidrida, solvatada o hidratada del compuesto o sal
correspondiente. Cuando el agente quelante estd en una forma solvatada o
hidratada, puede estar presente en diversos estados de solvatacion o
hidratacion (incluyendo, por ejemplo, formas anhidridas, hidratadas,
dihidratadas y trihidratadas). Como ilustracion adicional, un hidrato adecuado
de EDTA es dihidrato de EDTA disddico. En una realizacién, el dihidrato de
EDTA disédico estd a una concentracion de 0,001 a 5 mg/ml, de 0,01 a 2
mg/ml y de 0,02 a 0,5 mg/ml. En otra realizacién, el agente quelante puede
reducir o prevenir la agregacion de los anticuerpos en las composiciones
descritas en el presente documento. Tales agentes quelantes pueden reducir o
evitar la degradacion de un anticuerpo que se formula sin la protecciéon de un
agente quelante.

Las composiciones farmacéuticas generalmente pueden adaptarse a la
via de administracién pretendida especifica. Existen mudltiples técnicas de
administrar un compuesto en la materia incluyendo, pero sin limitacién,
administracion oral, aerosol, parenteral y topica. Las composiciones pueden
estar en cualquier forma adecuada, tal como formas farmacéuticas liquidas,
semisolidas y soélidas. Los ejemplos de formas farmacéuticas liquidas incluyen
solucién (por ejemplo, soluciones inyectables e infundibles), microemulsién,
liposoma, dispersion o suspension. Los ejemplos de formas farmacéuticas
sélidas incluyen comprimido, pildora, capsula, microcapsula y polvo. Una forma

particular de la composicion adecuada para suministrar una molécula de union
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es un liquido estéril, tal como una solucién, suspension o dispersion para
inyeccion o infusién. Pueden prepararse soluciones estériles incorporando el
anticuerpo en la cantidad requerida en un vehiculo apropiado, seguido de
microfiltraciéon de esterilizacion. Generalmente, se preparan dispersiones
incorporando el anticuerpo en un vehiculo estéril que contiene un medio de
dispersion basico y otros vehiculos. En el caso de polvos estériles para
preparacion de liquido estéril, los procedimientos de preparacion incluyen
secado en vacio y secado en congelacion (liofilizacion) para producir un polvo
del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una
solucién previamente filtrada estéril del mismo. Las diversas formas
farmacéuticas de las composiciones pueden prepararse por técnicas
convencionales conocidas en la materia.

La cantidad relativa de una molécula de unién incluida en la composicion
variara dependiendo de varios factores, tales como la molécula de unién
especifica y vehiculos usados, forma farmacéutica y caracteristicas
farmacodinamicas y de liberacion deseadas. En una realizacion, la composicion
comprende una molécula de unién en la que dicha concentracién de molécula
de union esta entre 1 y 100 mg/ml, entre 5 y 50 mg/ml o entre 10 y 22 mg/ml.
La cantidad de una molécula de union en una forma farmacéutica sencilla
generalmente sera la cantidad que produce un efecto terapéutico, pero puede
ser también una cantidad menor. Generalmente, esta cantidad variara de
aproximadamente 0,01 por ciento a aproximadamente 99 por ciento, de
aproximadamente 0,1 por ciento a aproximadamente 70 por ciento o de
aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente 30 por ciento en relacién

con el peso total de la forma farmacéutica.
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Ademas de la molécula de unién, pueden incluirse uno o mas agentes
terapéuticos adicionales en la composicion. Los ejemplos de agentes
terapéuticos adicionales se describen posteriormente en el presente
documento. La cantidad adecuada del agente terapéutico adicional a incluir en
la composicion puede seleccionarse facilmente por un experto en la materia y
variara dependiendo de varios factores, tales como el agente particular y
vehiculo usados, forma farmacéutica y caracteristicas farmacodinamicas y de
liberacion deseadas. La cantidad del agente terapéutico adicional incluido en
una forma farmacéutica sencilla sera generalmente la cantidad del agente que
produce un efecto terapéutico, pero también puede ser una cantidad menor.

E. USO DE LAS MOLECULAS DE UNION Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS

Las moléculas de unién y composiciones farmacéuticas proporcionadas
por la presente divulgacion son Utiles para fines terapéuticos, diagnosticos u
otros, tales como potenciar una respuesta inmune, tratar cancer, potenciar la
eficacia de otra terapia de cancer, potenciar la eficacia de vacunas o tratar
enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, en otros aspectos, la presente
divulgacién proporciona procedimientos para usar las moléculas de unién o
composiciones farmacéuticas. En un aspecto, la presente divulgacién
proporciona un procedimiento para tratar un trastorno en un mamifero, que
comprende administrar al mamifero que necesite tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de unién proporcionada por la
divulgacién. La molécula de unién puede ser un agonista o0 antagonista de 4-
1BB. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un agonista de 4-1BB.

En algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano.



10

15

20

25

75

En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer. Una diversidad de
canceres en los que esta implicado 4-1BB, malignos o benignos y primarios o
secundarios, puede tratarse o prevenirse con un procedimiento proporcionado
por la divulgacion. Los ejemplos de tales canceres incluyen canceres de
pulmén tales como carcinoma broncogénico (por ejemplo, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células pequenas, carcinoma de células grandes y
adenocarcinoma), carcinoma de células alveolares, adenoma bronquial,
hamartoma condromatoso (no canceroso) y sarcoma (canceroso); cancer de
corazon tal como mixoma, fiboromas y rabdomiomas; canceres de hueso tales
como osteocondromas, condromas, condroblastomas, fibromas
condromixoides, osteomas osteoides, tumores de células gigantes,
condrosarcoma, mieloma multiple, osteosarcoma, fibrosarcomas, histiocitomas
fibrosos malignos, tumor de Ewing (sarcoma de Ewing) y sarcoma de células
del reticulo; cancer cerebral tal como gliomas (por ejemplo, glioblastoma
multiforme), astrocitomas anaplasicos, astrocitomas, oligodendrogliomas,
meduloblastomas, cordoma, schwannomas, ependimomas, meningiomas,
adenoma de la hipdfisis, pinealoma, osteomas, hemangioblastomas,
craniofaringiomas, cordomas, germinomas, teratomas, quistes dermoides y
angiomas; canceres en el sistema digestivo tales como leiomioma, carcinoma
epidermoide, adenocarcioma, leiomiosarcoma, adenocarcinomas de estémago,
lipomas intestinales, neurofibromas intestinales, fiboromas intestinales, poélipos
en el intestino grueso y canceres colorrectales; canceres de higado tales como
adenomas hepatocelulares, hemangioma, carcinoma hepatocelular, carcinoma
fibrolamelar, colangiocarcinoma, hepatoblastoma y angiosarcoma; canceres de

rindn tales como adenocarcinoma de rindn, carcinoma de células renales,
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hipernefroma y carcinoma de células transicionales de la pelvis renal; canceres
de vejiga; canceres hematolégicos tales como leucemia linfocitica aguda
(linfoblastica), leucemia mieloide (mielocitica, mielégena, mielobléstica,
mielomonocitica) aguda, leucemia linfocitica crénica (por ejemplo, sindrome de
Sezary y tricoleucemia), leucemia mielocitica (mieloide, mielégena,
granulocitica) crénica, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, linfoma de
linfocitos B, micosis fungoide y trastornos mieloproliferativos (incluyendo
trastornos mieloproliferativos tales como policitemia vera, mielofibrosis,
trombocitemia y leucemia mielocitica crénica); canceres de la piel tales como
carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas, melanoma,
sarcoma de Kaposi y enfermedad de Paget; canceres de cabeza y cuello;
canceres relacionados con el ojo tales como retinoblastoma vy
melanocarcinoma intraocular; canceres del sistema reproductor masculino tales
como hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata y canceres testiculares
(por ejemplo, seminoma, teratoma, carcinoma embrionario y coriocarcinoma);
cancer de mama; canceres del sistema reproductor femenino tales como
cancer uterino (carcinoma endometrial), cdncer cervical (carcinoma cervical),
cancer de los ovarios (carcinoma ovarico), carcinoma vulvar, carcinoma
vaginal, cancer de las trompas de Falopio y mola hidatiforme; cancer de tiroides
(incluyendo cancer papilar, folicular, anaplasico o medular); feocromocitomas
(glandula adrenal); crecimientos no cancerosos de las glandulas paratiroideas;
canceres pancreaticos; y canceres hematoldgicos tales como leucemias,
mielomas, linfomas no de Hodgkin y linfomas de Hodgkin.

En algunas otras realizaciones, el trastorno es una enfermedad

autoinmune. Los ejemplos de enfermedades autoinmunes que pueden tratarse
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con las moléculas de union incluyen encefalomielitis autoinmune, lupus
eritematoso y artritis reumatoide. La molécula de uniéon también puede usarse
para tratar inflamacién (tal como asma alérgica) y enfermedad de injerto contra
huésped croénica.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento
para potenciar una respuesta inmune en un mamifero, que comprende
administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula
de unién proporcionada por la divulgacion. En algunas realizaciones, la
molécula de union es un anticuerpo de 4-1BB o fragmento de unidén a antigeno
del mismo y el mamifero es un ser humano. En una realizacién adicional, la
molécula de unién es un anticuerpo agonista de 4-1BB o un fragmento de union
a antigeno del mismo. La expresiéon “potenciar la respuesta inmune” o sus
variaciones gramaticales, significa estimular, inducir, aumentar, mejorar o
incrementar cualquier respuesta del sistema inmune de un mamifero. La
respuesta inmune puede ser una respuesta celular (es decir, mediada por
células, tal como mediada por linfocitos T citotoxicos) o una respuesta humoral
(es decir respuesta mediada por anticuerpos) y puede ser una respuesta
inmune primaria o secundaria. Los ejemplos de potenciacién de respuesta
inmune incluyen actividad de linfocitos T auxiliares CD4+ y generacion de
linfocitos T citoliticos aumentadas. La potenciacion de respuesta inmune puede
evaluarse usando varias medidas in vitro o in vivo conocidas por los expertos
en la materia, incluyendo, pero sin limitacién, ensayos de linfocitos T
citotéxicos, liberacidén de citocinas (por ejemplo produccién de IL-2), regresidn
de tumores, supervivencia de animales que portan tumores, produccién de

anticuerpos, proliferacion de células inmunes, expresion de marcadores de
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superficie celular y citotoxicidad. Tipicamente, los procedimientos de la
divulgacién potencian la respuesta inmune de un mamifero en comparacién
con la respuesta inmune de un mamifero no tratado o un mamifero no tratado
usando los procedimientos reivindicados. En una realizacién, la molécula de
unidon se usa para potenciar la respuesta inmune de un ser humano a un
patégeno microbiano (tal como un virus). En otra realizacién, la molécula de
unién se usa para potenciar la respuesta inmune de un ser humano a una
vacuna. La molécula de unién puede ser un agonista o antagonista de 4-1BB.
En algunas realizaciones, la molécula de unién es un agonista de 4-1BB. En
una realizacién, el procedimiento potencia una respuesta inmune celular,
particularmente una respuesta de linfocitos T citotoxicos. En otra realizacién, la
respuesta inmune celular es una respuesta de linfocitos T auxiliares. En otra
realizacibn mas, la respuesta inmune es una produccion de citocinas,
particularmente produccién de IL-2. La molécula de union puede usarse para
potenciar la respuesta inmune de un ser humano a un patégeno microbiano (tal
COMoO un virus) o para una vacuna. La molécula de unién puede ser un agonista
o antagonista de 4-1BB. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un
agonista de 4-1BB.

En la préactica de los procedimientos terapéuticos, las moléculas de
union pueden administrarse solas como monoterapia o administrarse en
combinacion con uno 0 mas agentes terapéuticos o terapias adicionales. Por lo
tanto, en otro aspecto, la presente divulgacién proporciona una terapia de
combinacion, que comprende una molécula de unién en combinacién con una o
mas terapias 0 agentes terapéuticos adicionales para administracién separada,

secuencial o simultdnea. La expresién “terapia adicional” se refiere a una
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terapia que no emplea una molécula de unién proporcionada por la divulgacién
como un agente terapéutico. La expresién “agente terapéutico adicional” se
refiere a cualquier agente terapéutico distinto de una molécula de unidn
proporcionado por la divulgacién. En un aspecto particular, la presente
divulgacién proporciona una terapia de combinacion para tratar cancer en un
mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de uniéon proporcionada por la
divulgacién en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos adicionales.
En una realizacion adicional, el mamifero es un ser humano.

Puede usarse una amplia diversidad de agentes terapéuticos de cancer
en combinacién con una molécula de unién proporcionada por la presente
divulgacién. Un experto en la materia reconocera la presencia y desarrollo de
otras terapias de cancer que pueden usarse en combinacién con los
procedimientos y moléculas de unién de la presente divulgacion y no estara
restringido a las formas de terapia expuestas en el presente documento. Los
ejemplos de categorias de agentes terapéuticos adicionales que pueden usarse
en la terapia de combinacién para tratar cancer incluyen (1) agentes
quimioterapéuticos, (2) agentes inmunoterapéuticos y (3) agentes terapéuticos
hormonales.

La expresién “agente quimioterapéutico” se refiere a una sustancia
quimica o biolégica que puede causar muerte de células cancerosas o interferir
con el crecimiento, division, reparacion y/o funcién de células cancerosas. Los
ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen los que se desvelan en los
documentos WO 2006/088639, WO 2006/129163 y US 20060153808, las

divulgaciones de los cuales se incorporan en el presente documento por
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referencia. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos particulares incluyen:
(1) agentes alquilantes, tales como clorambucilo (LEUKERAN), ciclofosfamida
(CYTOXAN), ifosfamida (IFEX), clorhidrato de mecloretamina (MUSTARGEN),
tiotepa (THIOPLEX), estreptozotocina (ZANOSAR), carmustina (BICNU,
OBLEA GLIADEL), lomustina (CEENU) y dacarbacina (DTIC-DOME); (2)
alcaloides o alcaloides vegetales de la vinca, incluyendo antibiéticos
citotoxicos, tales como doxorrubicina (ADRIAMYCIN), epirrubicina (ELLENCE,
PHARMORUBICIN), daunorrubicina (CERUBIDINE, DAUNOXOME),
nemorrubicina, idarrubicina (IDAMYCIN PFS, ZAVEDOS), mitoxantrona
(DHAD, NOVANTRONE). dactinomicina (actinomicina D, COSMEGEN),
plicamicina  (MITHRACIN), mitomicina (MUTAMYCIN) y bleomicina
(BLENOXANE), tartrato de vinorelbina (NAVELBINE), vinblastina (VELBAN),
vincristina (ONCOVIN) y vindesina (ELDISINE); (3) antimetabolitos, tales como
capecitabina (XELODA), citarabina (CYTOSAR-U), fludarabina (FLUDARA),
gemcitabina (GEMZAR), hidroxiurea (HYDRA), metotrexato (FOLEX, MEXATE,
TREXALL), nelarabina (ARRANON), trimetrexato (NEUTREXIN) y pemetrexed
(ALIMTA); (4) antagonistas de pirimidina, tales como 5-fluorouracilo (5-FU);
capecitabina (XELODA), raltitrexed (TOMUDEX), tegafururacilo (UFTORAL) y
gemcitabina (GEMZAR); (5) taxanos, tales como docetaxel (TAXOTERE),
paclitaxel (TAXOL); (6) farmacos de platino, tales como cisplatino (PLATINOL),
carboplatino (PARAPLATIN) y oxaliplatino (ELOXATIN); (7) inhibidores de
topoisomerasa, tales como irinotecan (CAMPTOSAR), topotecan (HYCAMTIN),
etopésido (ETOPOPHOS, VEPESSID, TOPOSAR) y tenipésido (VUMON); (8)
epipodofilotoxinas (derivados de podofilotoxinas), tales como etoposido

(ETOPOPHOS, VEPESSID, TOPOSAR); (9) derivados de &acido fdlico, tales



10

15

20

25

81

como leucovorina (WELLCOVORIN); (10) nitrosoureas, tales como carmustina
(BICNU), lomustina (CeeNU); (11) inhibidores de tirosina quinasa receptora,
incluyendo receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptor de insulina, receptor de factor
de crecimiento de tipo insulina (IGFR), receptor de factor de crecimiento de
hepatocitos (HGFR) y receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR) tal como gefitinib (IRESSA), erlotinib (TARCEVA), bortezomib
(VELCADE), mesilato de imatinib (GLEEVEC), genefitinib, lapatinib, sorafenib,
talidomida, sunitinib (SUTENT), axitinib, rituximab (RITUXAN, MABTHERA),,
trastuzumab (HERCEPTIN), cetuximab (ERBITUX), bevacizumab (AVASTIN) y
ranibizumab (LUCENTIS), lym-1 (ONCOLYM), anticuerpos para el receptor de
factor de crecimiento de tipo insulina 1 (IGF-1R) que se desvelan en el
documento WO 2002/053596); (12) inhibidores de angiogénesis tales como
tales como bevacizumab (AVASTIN), suramina (GERMANIN), angiostatina,
SU5416, talidomida e inhibidores de metaloproteinasa de matriz (tales como
batimastat y marimastat) y los que se desvelan en el documento WO
2002055106; y (13) inhibidores de proteasoma, tales como bortezomib
(VELCADE).

La expresidn “agentes inmunoterapéuticos” se refiere a una sustancia
quimica o biolégica que puede potenciar una respuesta inmune de un
mamifero. Los ejemplos de agentes inmunoterapéuticos incluyen: bacilo
Calmette-Guerin (BCG); citocinas tales como interferones; vacunas tales como
inmunoterapia personalizada MyVax, Onyvax-P, Oncofago, GRNVAC1, Favld,
Provenge, GVAX, Lovaxina C, BiovaxID, GMXX y NeuVax; y anticuerpos tales
como alemtuzumab (CAMPATH), bevacizumab (AVASTIN), cetuximab
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(ERBITUX), gemtuzunab ozogamicina (MYLOTARG), ibritumomab tiuxetan
(ZEVALIN), panitumumab (VECTIBIX), rituximab (RITUXAN, MABTHERA),
trastuzumab (HERCEPTIN), tositumomab (BEXXAR), ipilimumab (YERVOY)
tremelimumab, CAT-3888, anticuerpos agonistas de receptor OX40 (tales como
los desvelados en el documento WO 2009/079335), anticuerpos agonistas para
el receptor CD40 (tales como los desvelados en el documento WO
2003/040170) y agonistas de TLR-9 (tales como los desvelados en los
documentos WO 2003/015711, WO 2004/016805 y WO 2009/022215).

La expresion “agente terapéutico hormonal” se refiere a una sustancia
quimica o bioldgica que inhibe o elimina la produccion de una hormona o inhibe
o contrarresta el efecto de una hormona en el crecimiento y/o supervivencia de
células cancerosas. Los ejemplos de tales agentes adecuados para los
procedimientos del presente documento incluyen los que se desvelan en el
documento US 20070117809. Los ejemplos de agentes terapéuticos
hormonales particulares incluyen tamoxifeno (NOLVADEX), toremifeno
(Fareston), fulvestrant (FASLODEX), anastrozol (ARIMIDEX), exemestano
(AROMASIN), letrozol (FEMARA), acetato de megestrol (MEGACE), goserelina
(ZOLADEX) vy leuprolide (LUPRON). Las moléculas de union de la presente
divulgacién también pueden usarse en combinacién con terapias hormonales
no farmacolégicas tales como (1) procedimientos quirdrgicos que retiran todo o
parte de los 6rganos o glandulas que participan en la produccién de la
hormona, tales como los ovarios, los testiculos, la glandula adrenal y la
glandula hipdfisis y (2) tratamiento con radiaciéon, en el que los 6rganos o
glandulas del paciente se someten a radiacion en una cantidad suficiente para

inhibir o eliminar la produccion de la hormona diana.
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La terapia de combinacién para tratar cancer también abarca la
combinacion de una molécula de unién con cirugia para retirar un tumor. La
molécula de unién puede administrarse al mamifero antes, durante o después
de la cirugia.

La terapia de combinaciébn para tratar cancer también abarca
combinacion de una molécula de unién con radioterapia, tal como radioterapia
ionizante (electromagnética) (por ejemplo, rayos X o0 rayos gamma) y
radioterapia de rayos de particulas (por ejemplo, radiacién de alta energia
lineal). La fuente de radiacion puede ser externa o interna al mamifero. La
molécula de unién puede administrarse al mamifero antes, durante o después
de la radioterapia.

Las moléculas de unién y composiciones proporcionadas por la presente
divulgacién pueden administrarse mediante cualquier via entérica a o via
parenteral de administracibn adecuada. El término “via entérica” de
administracion se refiere a la administracion mediante cualquier parte del tracto
gastrointestinal. Los ejemplos de vias entéricas incluyen via oral, mucosa,
bucal y rectal o via intragastrica. “Via parenteral” de administracién se refiere a
una via de administracion distinta de via entérica. Los ejemplos de vias
parenterales de administracién incluyen administracion intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intratumoral, intravesicular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, transtraqueal,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal,
subcutdnea o toépica. Los anticuerpos y composiciones de la divulgacién
pueden administrarse usando cualquier procedimiento adecuado, tal como por

ingestién oral, tubo nasograstico, tubo de gastrostomia, inyeccién, infusion,
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bomba de infusién implantable y bomba osmotica. La via y procedimiento
adecuado de administracion puede variar dependiendo de varios factores tales
como el anticuerpo especifico usado, la tasa de absorcion deseada,
formulacién o forma farmacéutica especifica usada, tipo o gravedad del
trastorno a tratar, el sitio especifico de accién y las condiciones del paciente y
pueden seleccionarse facilmente por un experto en la materia.

La expresién “cantidad terapéuticamente eficaz” de una molécula de
union se refiere a una cantidad que es eficaz para un fin terapéutico pretendido.
Por ejemplo, en el contexto de potenciar una respuesta inmune, una “cantidad
terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que sea eficaz para estimular,
inducir, aumentar, mejorar o incrementar cualquier respuesta del sistema
inmune de un mamifero. En el contexto de tratar una enfermedad, una
“cantidad terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que es suficiente para
provocar cualquier efecto deseable o beneficioso en el mamifero a tratar.
Especificamente, en el tratamiento de cancer, los ejemplos de efectos
beneficiosos o deseables incluyen inhibicion del crecimiento adicional o
proliferacion de células cancerosas, muerte de células cancerosas, inhibicion
de reaparicién de cancer, reduccion de dolor asociado con el cancer o mejora
de la supervivencia del mamifero. La cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo de 4-1BB habitualmente varia de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 500 mg/kg y mas habitualmente de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 mg/kg, del peso corporal del mamifero. Por ejemplo, la
cantidad puede ser de aproximadamente 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg, 50 mg/kg o 100 mg/kg de peso corporal del mamifero. En

algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de
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4-1BB estd en el intervalo de aproximadamente 0,01 - 30 mg/kg del peso
corporal del mamifero. En algunas realizaciones adicionales, la cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de 4-1BB estd en el intervalo de
aproximadamente 0,05 - 15 mg/kg del peso corporal del mamifero. El nivel de
dosificacion preciso a administrar puede determinarse facilmente por un
experto en la materia y dependera de varios factores, tales como el tipo y
gravedad del trastorno a tratar, la molécula de unién particular empleada, la via
de administracién, el momento de administracién, la duracion del tratamiento, la
terapia adicional particular empleada, la edad, sexo, peso, condicién, salud
general e historial médico anterior del paciente a tratar y factores similares bien
conocidos en las técnicas médicas.

Una molécula de unién o composicidon se administra habitualmente en
multiples ocasiones. Los intervalos entre dosis sencillas pueden ser, por
ejemplo, semanales, mensuales, cada tres meses o anuales. Un régimen de
tratamiento ejemplar implica administracién una vez por semana, una vez cada
dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una
vez al mes, una vez cada tres meses 0 una vez cada tres a seis meses. Los
regimenes de dosificacidon tipicos para un anticuerpo de 4-1BB incluyen 1
mg/kg de peso corporal 0 3 mg/kg de peso corporal mediante administracion
intravenosa, usando uno de los siguientes programas de dosificacién: (i) cada
cuatro semanas durante seis dosificaciones, después cada tres meses; (ii)
cada tres semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez seguido de 1 mg/kg
de peso corporal cada tres semanas.

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente por los siguientes

ejemplos que no deberian interpretarse como limitantes adicionales. Los
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contenidos de todas las figuras y todas las referencias, patentes y solicitudes
de patentes publicadas citadas a lo largo de la presente divulgacion se
incorporan expresamente en el presente documento por referencia en sus
totalidades.
EJEMPLOS
EJEMPLO 1: GENERACION DE FRAGMENTOS FAB QUE SE UNEN A 4-1BB

Ciertos anticuerpos proporcionados por la presente invencién se
generaron originalmente a partir de Fab que se unen a 4-1BB humano. Los Fab
se seleccionaron de una biblioteca de presentacion de fagos, la biblioteca de
fagémidos MorphoSys HuCAL GOLD®, después seleccion alterna en FC de 4-
1BB y células que expresan 4-1BB humano. Estos Fab incluyen los que se
designan como “Fab-6032,” “Fab 7361,” “Fab-7480,” y “Fab-7483.” Los
anticuerpos de 4-1BB MOR-6032, MOR 7361, MOR-7480 y MOR-7483
desvelados en la presente solicitud se generaron a partir de “Fab-6032,” “Fab-
7361,” “Fab-7480,” and “Fab-7483, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de la regién variable de cadena ligera y regién variable de cadena
pesada de un Fab dado son idénticas a la secuencia de aminoacidos de la
region variable de cadena ligera y la regién variable de cadena pesada,
respectivamente, de un anticuerpo ilustrativo cuya designacion comparte el
mismo numero con la designacion del Fab. Por ejemplo, Fab-7840 y el
anticuerpo MOR-7480 tienen secuencias de aminodcidos idénticas para su
region variable de cadena ligera y regiébn variable de cadena pesada,
respectivamente.

La biblioteca de fagémidos se basa en el concepto de HUCAL® (Knappik

y col., 2000, J. Mol. Biol. 296(1):57-86) y emplea la tecnologia de CysDisplay™
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para presentar el Fab en la superficie de fago (L6hning, documento WO
01/05950). HUCAL GOLD® proporciona la opcién de realizar selecciones con
seis sub-bibliotecas sencillas comprendiendo cada una un gen maestro de VH
(VH1, VH2, VH3, VH4, VH5, VH6) combinado con los siete genes maestros de
VL o realizando selecciones usando grupos de fagos combinados. Los fagos
para el primer ciclo de selecciones se prepararon por Hyperphage
(M13KO7Aplll, obtenido de Progen, Heidelberg, Alemania). HUCAL GOLD® se
describe en detalle en Christine Rothe, y col, J. Mol. Biol. (2008) 376, 1182-
1200.

Se realiz6 seleccibn en fase sdélida usando 4-1BB-Fc humano
recombinante (R&D Systems, Cat. N® 838-4B; Minneapolis, MN).
EJEMPLO 2. CARACTERIZACIONES DE FAB

Las caracterizaciones de los cuatro Fab descritos en el ejemplo 1 se
determinaron en los ensayos descritos posteriormente usando el formato de
Fab monovalente que comprende un Fab que tiene un marcador Flag/His.

2A. Afinidad determinada con procedimiento de valoracién en equilibrio

de solucion (SET)

La afinidad (expresada como Kp) de los cuatro Fab se determin6 usando
el procedimiento de SET usando una instrumentacién de Meso Scale Discovery
(“MSD”). Se usaron fracciones monoméricas de proteina de anticuerpo (al
menos 90 % de contenido monomérico, analizado por SEC analitico;
Superdex75 (Amersham Pharmacia) para Fab o Tosoh G3000SWXL (Tosoh
Bioscience) para IgG, respectivamente).

La determinacién de afinidad en solucion se realiz6 basicamente como

se describe en la bibliografia (Friguet y col. 1985). Para mejorar la sensibilidad
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y precisiébn del procedimiento de SET, se ftransfiri6 de ELISA clasica a
tecnologia basada en ECL (Haenel y col. 2005).

Se marcaron anticuerpos especificos anti-fragmento (Fab). humano de
cabra 1 mg/ml (Dianova) con MSD Sulfo-Tag™ NHS-Ester (Meso Scale
Discovery, Gaithersburg, MD, Estados Unidos) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Los experimentos se llevaron a cabo en placas de microtitulacion de
polipropileno y PBS pH 7,4 con BSA 0,5 % y Tween 20 0,02 % como tampén
de ensayo. Se diluy6 4-1BB humano no marcado en una serie 2", comenzando
con una concentracion al menos 10 veces superior a la Kp esperada. Se
usaron pocillos sin antigeno para determinar valores de Bmax; se usaron pocillos
con tampo6n de ensayo para determinar el fondo. Después de la adicién de, por
ejemplo, Fab 30 pM (concentracién final de 60 ul de volumen final), la mezcla
se incubd durante una noche a temperatura ambiente. La concentracion de Fab
aplicada fue similar a o por debajo de la Kp esperada.

Se revistieron placas de MSD convencionales con 4-1BB humano 0,05
ug/ml en PBS (30 ul/pocillo), se incubaron durante una noche y se bloquearon
con BSA 3 % en PBS durante una hora. Después de lavar la placa con tampédn
de ensayo, las muestras equilibradas se transfirieron a esas placas (30 ul por
pocillo) y se incubaron durante 20 minutos. Después de lavar, se afiadieron 30
ul/pocillo del anticuerpo de deteccion marcado con MSD Sulfo-tag ((Fab). de
cabra anti-humano) en una dilucién final de 1:1500 a la placa de MSD y se
incubo durante 30 minutos en un agitador de Eppendorf (700 rpm).

Después de lavar la placa y anadir Tampén de Lectura T de MSD 30

ul/pocillo con tensioactivo, se detectaron sefales de electroquimioluminiscencia
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usando un Sector Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD,
Estados Unidos).

Los datos se evaluaron son software XLfit (IDBS) aplicando modelos de
ajuste adaptados. Para determinacion de Kp de moléculas Fab se usé el
siguiente modelo de ajuste (Haenel y col., 2005) y se modificé de acuerdo con

Abraham y col. (1996, J. Molec. Recog. 9(5-6):456-461):

y=8B,_ —[ L ([Fab], +x+K, —/([Fab], + x+ K ) — 4x[Fab], )j

2[Fab],
[Fab]:: Concentracién de Fab total aplicado
X: Concentracién de antigeno soluble total aplicado (sitios de

union)
Bmax: Sefial maxima de Fab sin antigeno
Kp:  Afinidad
Los resultados se presentan en la Tabla 3.

2B. Determinacion de Kp_de Biacore en Antigeno Revestido

Directamente

Para determinacion de Kp, se usaron fracciones de Fab monomérico (al
menos 90 % de contenido monomérico, analizado por SEC analitico;
Amersham Pharmacia) como analito. Se analizé la union a antigeno
inmovilizado usando un instrumento BIAcore3000 (Biacore, Suecia).

Las contantes de velocidad cinética kon ¥ kot S€ determinaron con
diluciones en serie de la unién respectiva de Fab al antigeno inmovilizado de
forma covalente CD137/4-1BB humano usando el instrumento Biacore 3000
(Biacore, Suecia). Para inmovilizacion de antigeno covalente se usé quimica de
acoplamiento de amina EDC-NHS convencional. Se realizaron mediciones

cinéticas en HBS-EP (HEPES 10 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 3 mM;
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Tween 20 0,005 %) a un caudal de 20 ul/minuto usando concentraciones de
Fab que variaban de aproximadamente 16 a 500 nM. El tiempo de inyeccion
para cada concentracion fue de 1 minuto, seguido de al menos 3 minutos de
fase de disociacion. Para regeneracion, se usaron una 0 mas inyecciones de 5
ul de glicina/HCI pH 2.

Para estimacion de Kp de moléculas IgG completas, se inyectaron 1gG
como muestras en una microplaca sensora F1 con una baja densidad de 4-1BB
humano inmovilizado de forma covalente (aproximadamente 130 UR) usando
una dilucién en serie 2" con concentraciones que variaban de 16 a 500 nM. Se
evaluaron sensogramas usando un modelo de ajuste bivalente comparado
cualitativamente para clasificar los valores de Kp correspondientes.

Todos los sensogramas se ajustaron usando software de evaluacién BIA
3.1 (Biacore). Los resultados se presentan en la Tabla 3.

2C. Unién de Fab en Ensayo de ELISA

La unién de los cuatro Fab se determin6 usando técnicas de ELISA
convencionales en 4-1BB/Fc humanos revestidos directamente. Los resultados
se presentan en la Tabla 3.

2D. Unién de Fab en Ensayo de FACS

La unién de los cuatro Fab se determin6 usando técnicas de ensayo de
FACS convencional en células HEK293 transfectadas de forma estable y que
expresaban 4-1BB humano asi como células de control negativo 300.19 (linea

de linfocitos B murinos). Los resultados se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Propiedades de Union de Fab

Afinidad de Afinidad de Ensayo de Ensayo de
Fab BlAcore SET ELISA FACS
Kp [nM] Kb [pM] CE50 [nM] CE50 [nM]
Fab-6032 66 No medida 1,0 270
Fab-7361 118 No medida 0,6 105
Fab-7480 0,5 46 0,7 0,9
Fab-7483 0,7 43 0,6 8,9

EJEMPLO 3: CARACTERIZACION DE IgG

Se seleccionaron varios Fab obtenidos de la seleccion como se ha
descrito en el presente documento, incluyendo Fab-6032, Fab-7361, Fab-7480
y Fab-7483 para conversion en anticuerpos de longitud completa en formatos
IgG1 e IgG4 para caracterizaciones adicionales como se describe en este
ejemplo. Los cuatro anticuerpos ilustrativos identificados en este ejemplo, es
decir, MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483, se convirtieron a partir
de Fab-6032, Fab- 7361, Fab-7480 y Fab-7483, respectivamente. Los
anticuerpos en formato IgG se expresaron y purificaron y después se

caracterizaron en ELISA, FACS y ensayos de gen indicador de luciferasa.

3A. Conversion a IgG

Para expresar IgG de longitud completa, se subclonaron fragmentos de
dominio variable de cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de vectores de
expresion de Fab en vectores pMorph® hlgG apropiados para IgG1 humana e
IgG4 humana.

3B. Expresion Transitoria y Purificacién de IgG Humana

Se realiz6 expresion transitoria de IgG humana de longitud completa en

células HKB11, que se transfectaron con vectores de expresion de cadena
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ligera y pesada IgG a una relacion 1:1. Se recogi6 el sobrenadante de cultivo
celular después de transfeccion y se cambié la escala a 3 veces el volumen de
transfeccion, respectivamente. El sobrenadante se eliminé por centrifugacion y
filtracion y después se sometié a cromatografia de afinidad de proteina A
convencional (MabSelect SURE, GE Healthcare). Las proteinas se eluyeron y
neutralizaron. El procesamiento corriente abajo adicional implicé intercambio de
tampén vy filtracion estéril. Las concentraciones proteicas se determinaron por
espectrometria de UV. La pureza de IgG se analiz6 en condiciones
desnaturalizantes, reductoras y desnaturalizantes, no reductoras en SDS-
PAGE o usando Agilent BioAnalyzer. Se realiz6 HP-SEC para analizar las
preparaciones de IgG en estado nativo.

3C. Caracterizacion de 1gG en ensayo de ELISA

Se usaron IgG para caracterizacion de union de ELISA en 4-1BB/Fc
humano y 4-1BB/Fc de raton en una preparacion revestida directa. La Tabla 4 a
continuacion expone los resultados de unién de ELISA para los anticuerpos
MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483 todos en formato I1gG1.

Tabla 4. Unién de IgG1 en Ensayo de ELISA

Anticuerpo 4-1BB/Fc humano 4-1BB/Fc de raton
CES50 [nM]

MOR-6032 0,2 -

MOR-7361 0,3 -

MOR-7480 0,7 (+)

MOR-7483 0,9 -

3D. Selectividad de Unién de Anticuerpos (Ensayo de FACS)

Se evalué la selectividad de anticuerpos con respecto a 4-1BB frente a

proteina de dominio extracelular de 4-1BB y otros miembros de la superfamilia
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de TNFR. Estos receptores incluyeron CD40 (TNFRSF5) y OX-40 (CD134,

TNFRSF4). Se usaron IgG para caracterizacion de unién de FACS en células

HEK293 de control negativo, asi como células HEK293T-h4-1BB transfectadas

de forma estable y que expresaban 4-1BB humano y células transfectadas de

5 forma estable 300.19 que expresaban OX-40 y células 300.19 transfectadas de

forma estable y que expresaban CD40. Los resultados de union de FACS para

los anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483, todos en

formato IgG1, se presentan en la Tabla 5. No se observd union significativa a

OX-40 o CD40 a concentraciones hasta 1000 nM, lo que demuestra que los

10 anticuerpos son al menos 100 veces mas selectivos para 4-1BB frente a otros
miembros de la familia relacionada ensayados.

Tabla 5. Selectividad de Union de Anticuerpos (IgG1) en Ensayo de FACS

Anticuerpo 4-1BB de HEK293 OX-40 | CD40de | 300.19
HEK293T parental de 300.19 | Parental
CEso [nM] 300.19

MOR-6032 0,6 - - - -

MOR-7361 0,8 - - - -

MOR-7480 0,6 - - - -

MOR-7483 0,5 (+) - - -

3E. Caracterizacion de IgG en Ensayo de Gen Indicador de Luciferasa

15 También se caracterizaron las 1gG con respecto a unién en un ensayo
de gen indicador de luciferasa usando células HEK293T-h4-1BB en un ensayo
unido a placa, un ensayo de union soluble y ensayo de unién reticulada. La
Tabla 6 expone los resultados del ensayo de gen indicador de luciferasa con
respecto a anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483, todos

20 enformato IgG1.
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Tabla 6. Caracterizacion de IgG1 en Ensayo de Gen Indicador de Luciferasa

Ensayo de gen indicador de luciferasa de IgG
Anticuerpo unido a placa | soluble Reticulado
MOR-6032 +++ - +++
MOR-7361 + - +++
MOR-7480 + - +++
MOR-7483 + - +++

EJEMPLO 4. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE ANTICUERPOS MOR-
6032, MOR-7361, MOR-7480 Y MOR-7483

Los procedimientos descritos anteriormente en los Ejemplos 1 - 3 se
usaron para producir varios anticuerpos 1IgG2 anti-4-1BB completamente
humanos, incluyendo anticuerpos designados “MOR-6032”, “MOR-7361",
“MOR-7480" y “MOR-7483”. Las secuencias de ADNc que codifican las
regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos monoclonales
MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483 se obtuvieron usando
técnicas de PCR convencionales y se secuenciaron usando técnicas de
secuenciacién de ADN convencionales.

Las secuencias de aminodacidos y nucleétidos de la regién variable de
cadena pesada, cadena pesada de longitud completa de la subclase 1gG2,
region variable de cadena ligera y cadena ligera de longitud completa de los
anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-7483.2 se proporcionan en la presente
divulgacién; un indice de la SEC ID N? para estas secuencias se proporciona
enla Tabla 1.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada

de MOR-6032 con las secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de
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linea germinal humana conocidas demostré que la cadena pesada de MOR-
6032 utiliza un segmento Vy de Vy 1-69 de linea germinal humana, un
segmento D de la 4-23 de linea germinal humana y un segmento JH de JH 4a
de linea germinal humana.

El andlisis adicional de la secuencia de V4 de MOR-6032 usando el
sistema de Kabat de determinacion de region CDR condujo a la delimitacién de
las regiones H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestran en SEC ID N% 1,
2 y 3 respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada
de MOR-7361 con las secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de
linea germinal humana conocidas demostrd que la cadena pesada 7361 utiliza
un segmento Vy de Vy 3-23 de linea germinal humana, un segmento D de 2-8
de linea germina humana y un segmento JH de JH 4a de linea germinal
humana.

Un analisis adicional de la secuencia V4 de MOR-7361 usando el
sistema Kabat de determinacion de regién CDR condujo a la delimitacién de las
regiones de cadena pesada H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestra en
SEC ID N°: 15, 16 y 17 respectivamente.

La comparacién de las secuencias de inmunoglobulina de cadena
pesada de MOR-7483 y MOR-7480 con las secuencias de cadena pesada de
inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostraron que las
cadenas pesadas de 7480 y 7483 utilizan un segmento Vy de Vy 5 de linea
germinal humana, un segmento D de 5-18 de linea germinal humana y un
segmento JH de JH 4a de linea germinal humana.

El analisis adicional de la secuencias de Vy 7480 y 7483 usando el
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sistema Kabat de determinacion de regién CDR condujo a la delimitacién de las
regiones H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestran en SEC ID N2: 29, 30
y 31, respectivamente.

La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera
de MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483 con las secuencias de
cadena ligera de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas
demuestra que las cadenas ligeras de 6032, 7361, 7480 y 7483 utilizan todas
un segmento V. de A3-R de linea germinal humana y un segmento JL de JL 3b
de linea germinal humana.

El analisis adicional de la secuencia V. de MOR-6032 usando el sistema
Kabat de determinacién de region CDR condujo a la delimitacion de las
regiones de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 como se muestran en SEC ID
N°: 6, 7 y 8, respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7361 usando el
sistema Kabat de determinacion de region CDR condujo a la delimitacion de las
regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEC ID N°: 20, 21
y 22, respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7480 usando el
sistema Kabat de determinacion de region CDR condujo a la delimitacion de las
regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEC ID N¢: 34, 35
y 36, respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7483 usando el
sistema Kabat de determinacion de region CDR condujo a la delimitacion de las
regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEC ID N¢: 34, 35

y 55, respectivamente.
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EJEMPLO 5: VERSIONES CONVERTIDAS A LINEA GERMINAL DE
ANTICUERPOS MOR-7840 Y MOR-7483

Para minimizar la inmunogenicidad de los anticuerpos MOR-7480 y
MOR-7483, se retromutaron varios restos aminoacidicos a secuencia de linea
germinal, como sigue. Se prepard una version de linea germinal de MOR-7480,
designada MOR-7480.1, devolviendo dos aminoacidos en la region FR1 de la
cadena variable pesada a la secuencia de linea germinal. Mas
especificamente, Q en el resto aminoacidico nimero 1 se devolvié a la E de
linea germinal y K en el resto aminoacidico nimero 19 se devolvi6é a R. Los dos
restos aminoacidicos que se cambiaron en la region variable de cadena pesada
pueden verse comparando la secuencia de aminoacidos de MOR-7480 (SEC
ID N2: 32) con MOR-7480.1 (SEC ID N¢: 43). En la region variable de cadena
ligera de MOR-7480, se revirtieron cinco aminoacidos en la region FR1 (D1S,
12Y, A13S, R19S, S21T), dos aminoacidos en la region FR2 (A42S, V45L) y
uno en la regién FR3 (E80M) a secuencia de linea germinal. Los ocho
aminodacidos que se cambiaron en la regién variable de cadena ligera pueden
verse comparando la secuencia de aminoacidos de MOR-7480 (SEC ID N¢: 37)
con la de MOR-7480.1 (SEC ID N¢: 45).

Ademas, se prepard una tercera version de MOR-7480 comenzando con
la secuencia de region variable de cadena ligera de MOR-7480.1 (SEC ID N¢:
45) y revirtiendo L45 de vuelta a V para producir MOR-7480.2 (SEC ID N¢: 51).

Una version “convertida a linea germinal” de MOR-7483, designada
MOR-7483.1, se prepar6 retromutando dos aminoacidos en la region FR1 de la
cadena variable pesada a secuencia de linea germinal. Las versiones

convertidas a linea germinal pueden prepararse comenzando con la version de
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linea germinal de la cadena del anticuerpo y cambiando después los
aminoacidos deseados en las CDR o cualquier combinacién de mutaciones
comenzando desde cualquier version. Para producir MOR-7483.1, Q en el resto
aminoacidico numero 1 se devolvié a la E de linea germinal y K en el resto
aminoacidico numero 19 se devolvié a R. Los dos restos aminoacidicos que se
cambiaron en la region variable de cadena pesada pueden verse comparando
la secuencia de MOR-7483 (SEC ID N°: 32) con MOR-7483.1 (SEC ID N¢: 43).
En la regién variable de cadena ligera de MOR-7483, se revirtieron cinco
aminoacidos en la region FR1 (D1S, 12Y, A13S, R19S, S21T), dos aminoacidos
en la region FR2 (A42S, V45L) y uno en la region FR3 (E80M) a secuencia de
linea germinal. Los ocho aminoacidos que se cambiaron en la regién variable
de cadena ligera pueden verse comparando la secuencia de aminoacidos de
MOR-7483 (SEC ID N¢: 56) con la de MOR-7483.1 (SEC ID N°: 60).

Ademas, se preparé una tercera version de MOR-7483 retromutando
L45 de la secuencia de region variable de cadena ligera de MOR-7483.1 (SEC
ID N2 60) a la V45 de linea germinal para producir MOR-7483.2 (SEC ID N¢:
64).
EJEMPLO 6: PROPIEDADES IN VITRO DE ANTICUERPQOS, INCLUYENDO
VERSIONES CONVERTIDAS A LINEA GERMINAL

Afinidades de Union de Anticuerpos (Ensayo de BlAcore)

Se midieron las cinéticas de union de ciertos anticuerpos que se unian a
4-1BB humano por tecnologia de resonancia de plasmoén superficial (SPR)
usando un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare). Se obtuvo proteina
quimérica 4-1BB/Fc humana recombinante que comprendia los aminoacidos 24

- 186 de SEC ID N2 68 de R&D Systems Inc. (N® 838-4B). La proteina
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liofilizada se disolvié en un tampén que contenia NaCl 150 mM, HEPES 25 mM
pH 8,0, MgCl, 6 mM, polisorbato 20 0,005 % y azida sdédica 0,5 mM a una
concentracién final de 80 nM basandose en el peso molecular predicho (44,8
kDa) proporcionado por R&D Systems. La parte Fc de la molécula se escindio
por tratamiento por factor bovino Xa (Pierce, n? 32521) en NaCl 150 mM,
HEPES 25 mM pH 8,0, MgCl, 6 mM, polisorbato 20 0,005 %, azida sodica 0,5
mM, usando una incubacién de 20 horas a 22 °C con un Factor Xa 3 % (3 ug
de Factor Xa por 100 ug de quimera 4-1BB). La parte de 4-1BB de la molécula
comprende los restos aminoacidicos 24 a 186 de la proteina 4-1BB humana.
Se llevaron a cabo experimentos de union a 25 °C en un tampon de ejecucion
que comprendia NaCl 150 mM, HEPES 25 mM pH 8,0, MgCl. 6 mM,
polisorbato 20 0,005 % y azida sédica 0,5 mM. Se inmovilizaron anticuerpos
por acoplamiento de amina convencional a una microplaca sensora CM5 (GE
Healthcare) usando una solucién de 0,1 mg/ml del anticuerpo en acetato sodico
10 mM a pH 5,0. El 4-1BB se inyectd a un intervalo de concentraciones de 80
nM a 0,16 nM a un caudal de 50 ul/minuto, durante 3,6 minutos seguido de un
periodo de disociacion de 26 minutos usando la caracteristica Kinject del
instrumento Biacore 3000. El complejo unido se regener6 por un pulso de 1
minuto de acido fosférico 10 mM en agua. Se realiz6 analisis de los datos
usando el software Scrubber2 (BioLogic Software). Los sensogramas de
ajustaron a un modelo de unién de Langmuir 1:1 sencillo. Se mostré6 que los
anticuerpos se unian de forma reversible a 4-1BB humano recombinante. Los
resultados (valores medios) se presentan en la Tabla 7.

Unién a dominio extracelular de 4-1BB (Ensayo de ELISA)

Se resuspendié la quimera de IgG1Fc 4-1BB humana (R&D Systems,
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Minneapolis, MN) con solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco
(DPBS) que contenia albumina de suero bovino (BSA) 0,1 % a 0,2 mg/ml y se
diluyé con DPBS a una concentracién final de 0,03 ug/ml. Las placas de 96
pocillos Nunc-Immuno Maxisorp se revistieron con 0,1 ml por pocillo de la
quimera de 4-1BB recombinante dejando pocillos vacios para controles de
unién no especifica y se incubaron a 4 °C durante una noche. La solucion de 4-
1BB se retird y las placas se lavaron tres veces con 0,2 ml de tampén de
lavado (Tween-20 0,05 % en DPBS). Se afadieron 0,2 ml de tampo6n de
blogueo (BSA 5 %, Tween-20 0,05 % en DPBS) a todos los pocillos y se incubd
a 4 °C durante 1 hora con mezcla. El tampdn de bloqueo se retird y las placas
se lavaron tres veces con 0,2 ml de tampon de lavado. Se prepararon
diluciones en serie de los anticuerpos de ensayo de 4-1BB en DPBS y se
anadio los 0,1 ml de Ab diluido por pocillo. Las placas se incubaron 1,5 horas a
temperatura ambiente. Se retird la solucion de anticuerpo y las placas se
lavaron tres veces con 0,2 ml de tampén de lavado por pocillo. Se diluyé
anticuerpo F(ab’)2 especifico de F(ab’)2 anti-lgG humano de cabra marcado
con peroxidasa de rabano rusticano (Jackson Immunoresearch n® 109-036-097,
West Grove, PA) 1:5000 con DPBS y se anadieron 0,1 ml por pocillo. Las
placas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con 0,2 ml por
pocillo de tampon de lavado. Se anadieron 0,1 ml de sustrato de peroxidasa
SureBlue TMB microwell (Kirkegaard & Perry Labs, Gaithersburg, MD) y se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo
afnadiendo un volumen igual de H,SO4 2 M y se ley6 la absorbancia a 450 nm
en un Spectra Max 340 de Molecular Devices (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA). Los resultados se presentan en la Tabla 8.
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Unién de Competicién de Ligando (Ensayo de ELISA)

Se ensayaron anticuerpos con respecto a su capacidad para bloquear la
uniébn de la quimera de IgGiFc_4-1BB humano a ligando de 4-1BB
recombinante (4-1BBL) unido a placa. El ligando de 4-1BB humano
recombinante (Biosource/Invitrogen, Carlsbad, CA) se resuspendié a 0,2 mg/ml
en DPBS + albumina de suero bovino 0,1 % y después se diluy6é a 1 ug/ml en
DPBS. Se revistieron placas de 96 pocillos de superficie con Nunc-Immuno
MaxiSorp con 0,1 ml/pocillo de la solucién de 4-1BBL durante una noche a 4
°C. El dia siguiente la solucién de 4-1BBL se retiré y se anadieron 0,2 ml de
tampon de bloqueo (albumina de suero bovino 1 %, Tween-20 0,05 % en
DPBS) y se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. Durante la etapa
de bloqueo las reservas de anticuerpos se diluyeron en un intervalo de 8 ng/ml
a 6 ug/ml en DPBS. Se resuspendié 4-1BB humano — IgG1Fc recombinante
(R&D Systems, Minneapolis, MN) a 0,2 mg/ml en DPBS + albumina de suero
bovino 0,1 % y después se diluyé a 0,2 ug/ml en DPBS. Las placas revestidas
con 4-1BBL bloqueado se lavaron tres veces con 0,2 ml de tampén de lavado
(Tween-20 0,05 % en DPBS). Se anadieron 60 pl de diluciones de anticuerpo
junto con 60 ul de quimera 4-1BB-IgG1Fc y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1,5 horas. Las placas se lavaron como se ha descrito
previamente. Se diluyd anticuerpo antimarcador de 6xHistidina con peroxidasa
de rabano rusticano (R&D Systems, Minneapolis MN n® MABO50H) 1:1000 en
DPBS, se anadieron 50 ul de la solucion resultante a los pocillos de las placas
lavadas y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se
lavaron como se ha descrito previamente, se afadieron 50 ul de solucién de

sustrato TMB a cada pocillo y se incubé a temperatura ambiente durante 20
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minutos. La reacciéon se detuvo con 50 ul de HxSO4 0,2 N y se leyd la
absorbancia a 450 nm usando un lector de placa Molecular Devices. Los
resultados se presentan en la Tabla 8.

Reactividad Cruzada de Especies de Anticuerpos

La reactividad cruzada de especies de los anticuerpos ejemplares se
midié6 usando células mononucleares de sangre periférica (PBMC) primarias
estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) de ser humano, mono cynomolgus
(cyno), perro y rata. Las células se aislaron de acuerdo con el procedimiento
descrito posteriormente. Las células se lavaron (aproximadamente 5,0x10°
células/tubo) una vez en tampdn de lavado frio (PBS, FBS 2 % y azida sédica
0,02 %) y se anadieron 100 pl/tubo de anticuerpos reactivos a 4-1BB o control
conjugado con Alexa Fluor 647 a 15,5 ug/ml (100 nM) a cada muestra junto con
anticuerpos marcadores de linfocitos T especificos de especie marcados. Los
anticuerpos marcadores de linfocitos T utilizados son los siguientes, FITC anti-
CD3e humano (BD Pharmingen, n? 555332), FITC anti-CD3e de rata (BD
Pharmingen, n? 559975), FITC anti-CD4 de conejo + FITC anti-CD8 de conejo
(AbD Serotec, n® MCA799F y n® MCA1576F), FITC anti-CD3e de perro (AbD
Serotec, n® MCA1774F) y PerCP anti-CD3e humano/cyno (BD Pharmingen, n®
552851). Las células se incubaron en la oscuridad con anticuerpos de
fluorocromo en hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se
resuspendieron en 0,3 ml de tampdn de lavado para andlisis. La tincién del
anticuerpo se midi6 y analizé usando un software Becton Dickinson FACS
Calibur y FlowJo 8.8.2.

Aislamiento de linfocitos T humanos. Se recogié sangre completa

humana en jeringas que contenian 1 ml de EDTA 0,5 M y se transfirieron
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después a tubos Sigma Accuspin (Sigma, St. Louis, MO) para el aislamiento de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) como se describe por el
fabricante. Las PBMC se lavaron dos veces con DPBS que contenia EDTA 5
mM y se aislaron linfocitos T usando una columna de purificacion de linfocitos T
como se describe por el fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Brevemente, las PBMC se resuspendieron en 2 ml de tampén de columna y se
cargaron en una columna de aislamiento de linfocitos T prelavada. Las PBMC
se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y los linfocitos T se
eluyeron con tampdn de columna, se lavaron una vez y se resuspendieron en
TCM a 2x10° células/ml que consistia en RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO)
complementado con suero bovino fetal al 10 % (Sigma, St Louis, MO) y L-
glutamina (2 mM), Hepes (10 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (50
ug/ml) (Gibco, Grand Island, NY.).

Aislamiento de PBMC de Cynomolgus. Se recogié sangre completa de

cynomolgus (Bioreclamation; Hicksville, NY) en tubos vacutainer CPT de citrato
sodico (BD; Franklin Lakes, NJ) y después se centrifugé a 1500 x g durante 20
minutos a temperatura ambiente. Los tubos se enviaron durante una noche a 4
2C. Se recogio la fraccion de PBMC de los tubos CPT y se lavo 2x con PBS
que contenia EDTA 5 mM. Después de la etapa de lavado, las PMBC se
contaron y se reajustaron a 2x10° células/ml en medio de cultivo tisular (TCM).
El TCM consistia en RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO) complementado con
suero bovino fetal al 10 % (Sigma, St Louis, MO) y L-glutamina (2 mM), HEPES
(10 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (50 pug/ml) obtenida de Gibco
(Grand lIsland, NY.). Las células se estimularon con PHA 10 pg/ml 2-3 dias

para inducir expresion de 4-1BB.
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Aislamiento de PBMC caninas. Se extrajo sangre completa canina en

tubos vacutainer heparinizados (BD; Franklin Lakes, NJ) y se diluy6 1:2 con
PBS que contenia EDTA 5 mM. Después de mezclar, se depositaron 4 ml de la
sangre diluida cuidadosamente sobre 3 ml de Lympholyte-Mammal (Cedarlane
Laboratories, Westbury, NY) y se centrifugé a 800 x g durante 20 minutos a 25
°C. Se recogi6 la interfaz de PBMC, se lavo dos veces con PBS y se
resuspendié a 2x10° células/ml en TCM que contenia PHA a 10 ug/ml (Remel,
Lenexa, KS). Las células se cultivaron durante 48-72 horas antes de ensayar
con respecto a union de anticuerpo por citometria de flujo.

Aislamiento de PBMC de rata. Se extrajo sangre completa de rata en

tubos vacutainer heparinizados (BD; Franklin Lakes, NJ) y se diluy6 1:3 con
PBS que contenia EDTA 5 mM. Después de mezclar, se depositaron 6 ml de la
sangre diluida cuidadosamente sobre 4,5 ml de Lympholyte-Mammal
(Cedarlane Laboratories, Westbury, NY) y se centrifugé a 800 x g durante 20
minutos a 25 °C. Se recoqio la interfaz de PBMC, se lavé dos veces con PBS y
se resuspendié a 2x10° células/ml en TCM que contenia PHA a 10 ug/ml
(Remel, Lenexa, KS). Las células se cultivaron durante 48-72 horas antes de
ensayar con respecto a union de anticuerpo por citometria de flujo.

Los resultados de ensayo se proporcionan en la Figura 1. Se descubrié
que los anticuerpos se unian al 4-1BB humano y cyno con alta afinidad,
mientras que la unién a 4-1BB de perro y rata no se observé a concentraciones

de 100 nM, la mayor concentracién ensayada.
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Tabla 7: Afinidades de Union de Anticuerpos IgG (Biacore)

Anticuerpo ka (M s™) kg (s7) Kb (nM) tio
MOR?7480 (IgG1) | 3,6 x10° 1,5 x10™ 0,42 82 min
MOR?7480 (IgG2) | 4,5 x10° 2,3x10™ 0,57 50 min
MOR-7480.1 1,2+0,3x10° 9,8+0,15x10° [8,4+1,4 1,2 min
(lgG1)

MOR-7480.1 1,4+0,06 x10° [1,2+0,1x10* 8,710 1,0 min
(l9G2)

MOR-7480.2 9,3 x10° 41x10™ 0,4 28 min
(IgG1)

MOR-7483 6,0 x10° 4,4 x10™ 0,73 26 min
(IgG1)

MOR-7483 3,0 x10° 3,8 x10™ 1,3 1,3 min
(19G2)

MOR-7483.1 8,0 x10° 0,022 28 32 min
(lgG1)

Tabla 8: Valores de Competicion de Ligando y Union de ELISA

ELISA de Unién | ELISA de Competicidon de Ligando

Anticuerpo Isotipo | CE50£DT (nM) | % de inhibicion CI50£DT (nM)
maxima

MOR-6032 lgG1 0,071+ 0,029 10042 0,153+0,067
MOR-6032 lgG4 0,226x 0,161 1002 0,112+0,023
MOR-7361 lgG1 0,091+ 0,010 100+2 0,172+0,006
MOR-7480 lgG1 0,076+ 0,008 96+2 0,122+0,019
MOR-7480 lgG2 0,122+ 0,009 9842 0,125+0,003
MOR-7483 lgG1 0,073+ 0,024 9842 0,109+0,028
MOR-7483 lgG2 0,165+ 0,035 9712 0,138+0,015

Mapeo de Epitopos

Para determinar la region de union a epitopo de los anticuerpos

agonistas de 4-1BB, se realizaron una serie de mutaciones (Tabla 9) al dominio
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extracelular de 4-1BB humano para la secuencia de 4-1BB de perro publicada
(Ref. Sec. XM_845243).

Tabla 9. Mutante de Dominio Extracelular de 4-1BB humano

Mutante de
dominio
extracelular Cambios de Aminoacidos
de 4-1BB
humano
Hu41BB N&E | N30K, A56T, G57S, R60K, T61A
E:A;?B N30K, D38G, N39K, R41K, S46l1, A56T, G57S, R60K, T61A
E:?;ZBB N30K, A56T, G57S, R60K, T61A, K69E, R75K, E77V
Hu41B8 L24l, P27S, N42S, T89I, P90S, S100T
N&E.3
Hu41BB L24l, P27S, N30K, D38G, N39K, R41K, N42S, S46l, A56T,
N&E.4 G57S, R60K, T61A, K69E, R75K, E77V, T89l, P90S, S100T
Hu41BB
K115Q, C121R, R134Q, R154S, V156A
N&E.5 50, C Q
Hu41BB S161A, P162S, D164G, L165F, A169T
N&E.6

Todas las mutaciones de humano a perro se prepararon por Gene Dynamics
LLC, (Portland, OR) en el vector de expresién retroviral pMSCV puro (Clontech
Laboratories Mountain View, CA). Adicionalmente se prepar6 la secuencia de
ADNCc canina completa mediante sintesis génica correspondiente a Ref. Sec.
XM_845243.

Se establecieron preparaciones virales por transfeccidén transitoria de
células 293T confluyentes a aproximadamente 40-50 % en matraces T-75.

Después del cultivo, el sobrenadante viral se filtré entonces de forma estéril y




10

15

107

se sometié a concentracion. El virus concentrado se recogié y almacené a -80
C.

Se transdujeron células 300-19 que crecian de forma logaritmica con
retrovirus usando dilucién 1:250 de virus concentrado mas polibreno 8 ug/ml en
DMEM. Después de una incubacién de 24 horas, se afnadié puromicina 2 ug/ml
a los cultivos y se mantuvo durante el transcurso del estudio.

Se confirmd la expresién positiva de los receptores 4-1BB por los grupos
seleccionados por puromicina mediante tincién con anticuerpo anti-4-1BB
humano de cabra policlonal 1 ug/ml (R&D Systems Inc.) mas F(ab’), anti-IgG
(H+L) de cabra de burro marcado con PE en dilucion 1:200 (Jackson
Immunoresearch Inc.). Para determinar el reconocimiento de los receptores 4-
1BB mutantes por los anticuerpos de ensayo los grupos seleccionados por
puromicina se tiferon con dilucién 100 nM del anticuerpo primario no marcado
en hielo durante 30 minutos, seguido de dos lavados con tampén FACS y
F(ab’)?® anti-lgG (H+L) de burro marcado con PE especifico de especie en
dilucion 1:200. Las células se analizaron mediante FACS usando un software
BD FACS Calibur y FlowJo 8.8.6.

La tincién relativa de cada grupo de células se resume en la Tabla 10.
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Tabla 10. Tincion Relativa de Cada Grupo de Células

Ab 5
o I A A M |+ | © m 2
0 | |Ww |u W W |w L m @
o =z =z =z Pz Pz Z 8
pAb de + + + + + + + + +
cabra
BBK-2 + + - + + - + + -
JG1.6A + + - + + - + ¥ -
4B4-1 + + - + + - + + -
6032_G1 + + + - + - ¥ + n
7361_G1 + + + - +/- - + + -
7480_G1 + + + + + + + + +
7480.1_G1 + + + + + + - + -
7480.1_G2 + + + + + + +/- + -
7480.2_G1 + + + + + + + + +
7483_G1 + + + + + + | 4/ + +/-
7483_G2 + + + + + + - + -

La diferenciacidbn de unién entre anticuerpos que tienen secuencias
similares (MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483 y MOR-7483.1)
5 se descubrid dentro de las mutaciones del clon N&E.5, lo que sugiere que los

determinantes para el reconocimiento de anticuerpos quedan dentro de la
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region mutada.

Para determinar la afinidad relativa de estos anticuerpos por el dominio
extracelular de 4-1BB humano y el mutante del dominio extracelular de 4-1BB
humano, mutante N&E.5, se determiné una curva de FACS de respuesta a
dosis para cada anticuerpo. Se diluyeron MOR_7480, MOR_7480.1 vy
MOR_7480.2 marcados con Alexa Fluor 647 en tampdn FACS desde 1 uM en
una serie de diluciones 1:5 de 8 puntos y se usaron para teiir grupos de
células parentales 300-19, hu4-1BB, hu4-1BB N&E.5 y 4-1BB de perro. Las
células se analizaron por FACS usando un software BD FACS Calibur y FlowJo
8.8.6. La fluorescencia geométrica media de cada grupo que expresaba
receptor se normalizé a tincién de células parentales y se expresd como tincion
en veces y se determind una CE50 para respuesta a dosis. El sumario de CE50
se muestra en la Tabla 11. Se observé una reducciéon mayor de 5 veces en la
union para tanto MOR_7480.2 como MOR_7480 para el mutante de 4-1BB
humano N&E.5.

Tabla 11. CEsp (nM) de Unidén de Anticuerpos

4-1BB mutante
Anticuerpo (IgG1) 4-1BB humano N&E.5
MOR_7480.1 7,916 n/d
MOR_7480.2 0,510 2,730
MOR_7480 1,68 12,29

Actividad Agonista de Anticuerpos (Ensayo de Actividad de Luciferasa)

Se prepararon células 293T que expresaban 4-1BB humano junto con un
indicador de luciferasa NFkB integrado de forma estable. Las células se
recogieron, se lavaron y se resuspendieron en medio completo sin rojo fenol

(DMEM que contenia suero bovino fetal 10 %, tampén HEPES, amino&cidos no
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esenciales y L-glutamina) a una densidad de 0,6 X 10° células/ml. Se
sembraron 50 pl de células en cada pocillo de ensayo de una placa de 96
pocillos blanca (PerkinElmer, Waltham, MA). Se afnadieron anticuerpos de
ensayo a cada pocillo en presencia de una relacion 2,5:1 de un Fc anti 1gG
humano de cabra de Fab’ de anticuerpo de entrecruzamiento (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). La placa se incub6 5 horas a 37 °C. Se
anadieron 75 ul de reactivo luciferasa Bright-Glo (Promega, Madison Wi) y se
midié la cantidad de actividad luciferasa usando un contador de centelleo
TopCount NXT de Packard.

Se prepararon células 293T que expresaban 4-1BB de mono
cynomolgus por transduccion viral y seleccion de un grupo estable con
puromicina 2 pg/ml. Se sembraron en placas células 293T que expresaban 4-
1BB Cyno en un matraz T-75 a aproximadamente 60-70 % de confluencia,
después se transfectaron con 10 ug de pLuc_6xNFkb mas 0,1 ug de pRL-CMV
como un control de transfeccion. Se realizaron transfecciones usando reactivo
de transfeccion Fugene 6 (Roche Indianapolis, IN) a una relacion de 1 ug de
ADN plasmidico con 6 ul de Fugene de acuerdo con la instrucciones del
fabricante. Las células se recogieron al dia siguiente, se lavaron y se
resuspendieron en medio completo sin rojo fenol (DMEM que contenia suero
bovino fetal al 10 %, aminoacidos no esenciales y L-glutamina) a una densidad
de 0,6 X 10° células/ml. Se sembraron 50 pl de células en cada pocillo de
ensayo de una placa de 96 pocillos blanca (PerkinElmer, Waltham, MA). Se
anadieron anticuerpos de ensayo a cada pocillo en presencia de una relacién
2,5:1 de un anticuerpo Fc anti-lgG humano de cabra Fab’ de entrecruzamiento

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). La placa se incub6 5 horas a 37
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°C. Se anadieron 75 ul de reactivo de ensayo de luciferasa y la cantidad de
actividad luciferasa de luciérnaga se midi6 usando un contador de centelleo
Packard TopCount NXT. Adicionalmente, se anadieron 75 pl de reactivo Stop &
Glo para evaluar la actividad de luciferasa de renilla. La cantidad de actividad
luciferasa de renilla se midié usando un contador de centelleo Packard
TopCount NXT. Los resultados se presentan en la Figura 2.

Actividad Agonista de Anticuerpos (Ensayo de liberacién de IL-2 de linfocitos T
primarios)

Se esterilizaron por UV placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp antes del

revestimiento de placa. Se diluyeron anticuerpos de ensayo en PBS a 60 pug/ml.
Se diluyeron 0,2 ml del Ab diluido en 2 pocillos de una placa de 96 pocillos de
polipropileno y se diluyd en serie 1:3. Se anadieron 50 pul del Ab diluido a la
placa de ensayo de 96 pocillos Maxisorp estéril e inmediatamente se anadieron
50 ul de clon UCHT1 anti CD3e humano 20 ug/ml (Biolegend San Diego, CA).
Todas las placas se incubaron después durante una noche a 4 °C. Al dia
siguiente, las placas revestidas con Ab se lavaron 1x con PBS y se afiadieron
0,15 ml de medio completo RPMI a los pocillos de las placas Nunc Maxisorp.
Se aislaron linfocitos T humanos como se ha descrito previamente en otro sitio
del presente documento y se afnadieron 50 ul de linfocitos T purificados a 2 x
108 células/ml (100.000 células/pocillo) a cada pocillo. Las células se incubaron
a 37 °C, CO; 5 % durante 3 dias. El sobrenadante de cada pocillo se recogio y
se ensay0 inmediatamente o se almacené a -20 °C antes del ensayo. Los
sobrenadantes se diluyeron con medio completo antes de ensayo ELISA de IL-
2 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Los resultados se presentan en la Figura

3.
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EJEMPLO 7: EXPANSION DE LEUCOCITOS HUMANOS INDUCIDA POR
ANTICUERPOS DE 4-1BB IN VIVO

La falta de reactividad cruzada detectable de los anticuerpos de 4-1BB
con el 4-1BB murino y el requisito de la presencia de células inmunes humanas
requeria el desarrollo de modelos para la valoracion funcional in vivo de los
anticuerpos de 4-1BB. Los ratones con el fondo genético NOD que portan
mutacion inmunodeficiente combinada grave (SCID) y deficiencia en la cadena
gamma comun del receptor de IL-2 (habitualmente denominada NSG) son
capaces de soportar el injerto de un gran numero de leucocitos de sangre
periférica humana (huPBL) y mantener el injerto durante al menos 30 dias
(King, 2008, Clin. Immunol. 126:303-314). Este modelo de ratén, también
conocido como modelo huPBL-NSG, se usé para evaluar el efecto funcional de
la administracion sistémica in vivo de los anticuerpos en células inmunes
humanas. Especificamente, se transfirieron de forma adoptiva 6 millones de
PBMC humanas recién aisladas mediante inyeccion intravenosa en ratones
huésped NOD.Cg-Prkdc®®® 112rg"™"/SzJ (NSG). Nueve dias después de las
inyecciones de PBMC, se administr6 a los animales una dosis sencilla de 1
mg/kg de MOR7480, MOR7480.1 o anticuerpo de control de isotipo 1gG2
mediante inyeccién intraperitoneal. El dia 24 a 28 después del injerto de PBMC,
se tifieron las PBMC con anticuerpos para CD45 humano y murino evaluado
mediante citometria de flujo directa. Se usaron perfiles de dispersién lateral y
frontal para determinar una seleccién de linfocitos. Como se muestra en la
Figura 4, MOR7480 y MOR7480.1 fueron capaces de potenciar la expansion de
leucocitos humanos como resulta evidente por el aumento de la proporcién de

linfocitos CD45+ humanos en la sangre periférica de ratones injertados. Para
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cada grupo, n>6 ratones.

Ademas, el tratamiento con MOR7480.1 de monos cynomolgus aumenté
la proliferacion entre linfocitos T de memoria central citotéxicos (CD8 Tcy) en
muestras de PBMC. Se proporcioné a monos cynomolgus (2 animales por nivel
de dosis) una inyeccién intravenosa sencilla de MOR7480.1 a la dosis indicada.
Se recogieron PBMC 7 dias antes de la dosis de anticuerpo (predosis) y los
dias de estudio indicados en relacién con la administracion de MOR7480.1 (el
dia del estudio 1). Las PMBC se tifieron con anticuerpos para CD3, CD4, CDS8,
CD28, CD95 y Ki-67 y se analizaron mediante citometria de flujo. Se recogieron
datos en un Canto Il (Beckton Dickinson) y se analizaron usando software DIVA
(Beckton Dickinson). Se identificaron las células de memoria central CD8 como
CD3+, CD8+, CD28+ y CD95+. Se muestran los datos para animales
individuales designados como (nivel de dosis-nimero de animal) y se
representan como cambio intraanimal en el numero de células Ki-67+ en
relacion con el numero preestudio {[(n® de células Ki-67+ el dia del estudio
indicado - n® de células Ki-67+ en predosis)/n® de células Ki-67+ en
predosis]*100}. Como se muestra en la figura 5, un aumento de 1,5 veces o
mayor en la proliferacién de linfocitos T de memoria centrales durante los
primeros 7-13 dias del estudio se observo en al menos un animal de todos los
grupos tratados con 0,3 mg/kg 0 mas.

EJEMPLO 8: ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE ANTICUERPOS DE 4-1BB
(MODELO IN VIVO)

Modelo de cancer de prostata humana pc3

La falta de reactividad cruzada de roedores de los anticuerpos de 4-1BB

evitd el uso de modelos tumorales de xenotrasplante humano o singénico
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murino convencionales para la evaluacion de eficacia antitumoral humana de
los anticuerpos. En consecuencia, se generé un nuevo modelo de ratén de
tumor xenogénico huPBL-SCID-Bg usando un raton SCID-Bg (CB.17/lcr.Cg
Pkrdcs®“Lyst’%/Crl), que alberga la mutacién beige (Bg) sin linfocitos T y B
murinos ni células NK funcionales. La eficacia antitumoral humana de los
anticuerpos de 4-1BB se evalué usando este modelo como se describe
posteriormente.

Se obtuvo la linea celular de colon humano LOVO o de prostata humana
PC3 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo y se cultivé en RPMI-1640
(Invitrogen) enriquecida con los siguientes complementos de Invitrogen: L-
Glutamina, piruvato sédico, aminoacidos no esenciales,
penicilina/estreptomicina, Hepes y suero bovino fetal inactivado por calor al 10
% (FBS; Cat. N? F2442, Sigma Aldrich). Se cultivaron las células hasta
confluencia en matraces Falcon T-225. Posteriormente, las células se
tripsinizaron (Tripsina 0,25 %-EDTA; Cat. N° 2500-056, Invitrogen) y el
crecimiento se cambi6 de escala en Hyperflasks (Cat. N° 3319 Corning Life
Sciences) durante tres dias. Se uso tripsina para recoger la linea celular que se
lavé tres veces en PRMI helado complementado con FBS 10 %. Se recogié no
mas de 300 ml de sangre periférica de voluntarios sanos. Se aislaron linfocitos
de sangre periférica (PBMC) de sangre heparinizada usando tubos Accuspin de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Cat. N® A0561-100x 15 ml, Aldrich). Se
combinaron suspensiones celulares contadas de modo que cada ratdn recibid
una inyeccion de 1,5 x 10 PBMC y 3 x 10° células tumorales en una inyeccién
de embolada sencilla de 0,2 ml en PBS. La suspensién celular combinada se

lavé dos veces con PBS frio, se colocé en hielo y se inyecté inmediatamente en
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ratones preparados.

Para cada ratén, se inyect6 un volumen de 0,2 ml de la suspension
celular combinada por via subcutanea en el flanco derecho del animal y se
proporcion6 una dosis sencilla (0,2 ml) del anticuerpo de 4-1BB o anticuerpo de
control por inyeccion subcutdnea en el flanco izquierdo. Se realizaron
mediciones de tumor mediante calibrador Pressier dos veces por semana
durante el transcurso de los experimentos y también se registraron los pesos
corporales. Se calcul6 el volumen tumoral usando el siguiente célculo: longitud
x anchura® x 0,44 = volumen (mm?®). Se retiré a los ratones del estudio en el
caso de que el volumen tumoral alcanzara 2000 mm?® o un animal perdiera 20
% del peso corporal antes del final del experimento. El dia 23 los ratones de
todos los grupos se sacrificaron de acuerdo con procedimientos descritos por el
IACUC (Figura 6). Se midié el porcentaje de inhibicién de crecimiento tumoral
el dia final del estudio y se calcula como 100-{1-(Tratadogia fina/CoONtrolgia finar)}-
Se observaron resultados similares cuando los tumores se midieron el dia 6
después de la inyeccién y los animales se seleccionaron aleatoriamente de
acuerdo con el volumen tumoral y se les suministré una dosis de mAb de 4-
1BB sencilla el dia 7 después de la implantacion. Para la mayoria de los
estudios, cada grupo contenia 8 ratones.

EJEMPLO 9: EVALUACION IN VIVO DE ACTIVIDAD DE ANTICUERPOS DE
4-1BB EN RATONES KNOCK IN DE 4-1BB HUMANO
Generacion de ratones knock in para 4-1BB humano

Para dirigir mejor las actividades moduladoras inmunes de anticuerpos

monoclonales anti-4-1BB humano que no reaccionan de forma cruzada con 4-

1BB murino, se generé un modelo de ratén en el que el gen de 4-1BB de ratén
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se reemplazd6 con el gen de 4-1BB humano. Se obtuvieron clones de
cromosoma artificial de bacteria (BAC) que portaban el fragmento genémico de
4-1BB murino o humano de Invitrogen (Carlsbad, CA) y se usaron para
construir el vector de direccion de 4-1BB basandose en la tecnologia de
recombinacion Red/ET (Zhang, 1998, Nat Genet 20:123-128). Primero, se
ensamblé un vector de recuperacion en la cadena principal de pBR322 de
modo que, cuando se abran por digestion con Xbal, las dos ramas de
homologia quimérica humana/murina (400 pb cada una) recuperaran del clon
de BAC de 4-1BB humano las 19.994 pb de la secuencia genémica de 4-1BB
humano comenzando con el codén de comienzo de la traduccion ATG
localizado en el exdn 2 y terminando con el codon de terminacion TGA en el
exén 8. Segundo, se ensambld un casete de expresion de neomicina bajo el
control de los promotores PGK/EM7 y se flanqued con 100 pares de bases (pb)
de secuencias homoélogas a las secuencias del intron 2 del gen de 4-1BB
humano. Este casete de expresidbn de neomicina se dirigi6 después al
fragmento gendémico de 4-1BB humano recuperado obtenido en la etapa 1.
Finalmente, el fragmento genémico de 4-1BB humano recuperado que portaba
el casete de expresién de neomicina se dirigié a un clon de BAC murino para
reemplazar el gen de 4-1BB murino con el fragmento genomico de 4-1BB
humano modificado desde el coddn de inicio ATG al coddn de parada TGA.
Este vector de direccion BAC se introdujo por electroporacion en una
linea de células madre embrionarias de ratén en el fondo C57BL/6NTAC (PRX-
BL6N n® 1, Primogenix, Laurie, MO.) siguiendo un protocolo convencional y se
exploraron los clones que sobrevivian a seleccion por G418 (también conocido

como geneticina) mediante dos ensayos de Tagman contra intron 2 y exéon 8
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del gen de 4-1BB murino para identificar clones que se habian modificado en el
locus 4-1BB murino por un mecanismo de recombinacién homéloga. De los 116
clones de ES explorados, se descubrié que 7 clones habian perdido un alelo
del locus de 4-1BB murino (eficacia de direccién 6 %). Se realiz6 analisis de
cariotipo e hibridacion in situ (FISH) por el Instituto Coriell para Investigacion
Médica (Camden, N.J.). Para el clon LH15, 19 de 20 células fueron 40 XY y
para LH80, 20 de 20 células, 40 XY. En ambos clones, la FISH usando un clon
de BAC murino que portaba el gen de 4-1BB como una sonda mostré una
sefnal de hibridacién de 4-1BB en cada uno del par de cromosomas 4 en la
region de la banda E2. No se vio sefial en ninguna otra localizacién.

Ambos clones LH15 y LH80 se inyectaron en blastocistos de la cepa
BALB/c y se implantaron los embriones en los ratones hembra
pseudoembarazadas CD1 para llevarlas a término. Se aparearon quimeras
masculinas con ratones Ella-cre en fondo C57BL/6 para retirar el casete de
resistencia a neomicina y se usaron ratones homocigotos para el gen de 4-1BB
humano en el estudio.

Proliferacion de linfocitos mediada por mAb agonista de 4-1BB

La capacidad de mAb agonistas de 4-1BB para inducir proliferacién de
linfocitos se evalud en ratones knock in 4-1BB. Se suministré a ratones knock
in 4-1BB mediante inyeccién intraperitoneal MOR7480.1 30 mg/kg el dia de
estudio 0 (para dosificacion semanal los animales recibieron inyecciones de
mAb de 4-1BB el dia 0 y el dia 7). 24 horas antes de la recogida de muestras,
se inyect6 a los animales por via intraperitoneal 2 mg de BrdU. El dia indicado
después de la dosis, se recogieron muestras de sangre periférica mediante

puncion intracardiaca. Las PBMC se tifieron con anticuerpos contra CD3, CD4,
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CD8 y BrdU y se evaluaron mediante citometria de flujo. Los resultados se
presentan en la Figura 7 panel A.

Eficacia antitumoral mediada por mAb agonista de 4-1BB

La eficacia antitumoral de MOR7480.1 se evalué en ratones knock in de
4-1BB usando B16 - OVA/luc, una linea de melanoma que se ha obtenido por
ingenieria genética para expresar el antigeno modelo de ovoalbumina (OVA) y
luciferasa (luc). Se implantaron un millén de células tumorales en el flanco de
ratones knock in de 4-1BB. Se seleccioné aleatoriamente a los animales
basdndose en el tamafo de tumor cuando los tumores alcanzaron
aproximadamente 50-100 mm® (generalmente 7-10 dias después de
inoculacion del tumor) y se les suministré una inyeccién sencilla de la dosis
indicada de mAb de 4-1BB. El tamarfio del tumor se evalu6 usando medicion
con calibrador de dos a tres veces por semana hasta el final del estudio. Los

resultados se presentan en la Figura 7 panel B.
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LISTADO DE SECUENCIAS
- SEC ID N® 1: H-CDR1 de anticuerpo MOR-6032
NSYAIS

- SEC ID N? 2: H-CDR2 de anticuerpo MOR-6032
GIIPGFGTANYAQKFQG

- SEC ID N¢ 3: H-CDRS3 de anticuerpo MOR-6032
RKNEEDGGFDH

- SEC ID N® 4: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-6032
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPGFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDG
GFDHWGQGTLVTVSS

- SEC ID N¢ 5: Secuencia de Aminodcidos de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-6032

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI

IPGFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDG

GFDHWGQGTLVTVSSastkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtf
pavlgssglyslssvvtvpssnfgtgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpk
dtlmisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqgfnstfrvvsvitvwhgdwingkeykc
kvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtknqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttp
pmldsdgsfflyskltvdksrwgqggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk
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- SEC ID N? 6: L-CDR1 de anticuerpo MOR-6032
SGDNLGDYYAS

- SEC ID N¢ 7: L-CDR2 de anticuerpo MOR-6032
DDSNRPS

- SEC ID N° 8: L-CDRS3 de anticuerpo MOR-6032
QTWDGTLHFV

- SEC ID N® 9: Secuencia de Aminoacidos de V| de anticuerpo MOR-6032
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKL
TVL

- SEC ID N2 10: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de Anticuerpo MOR-6032
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvtlfppsseelqankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N2 11: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-
6032

Caggtgcaattggttcagtctggcgcggaagtgaaaaaaccgggcagcagegtgaaagtgagetgcaaag

cctccggaggcacttttaattcttatgetatttcttgggtgcgecaageccctgggecagggtetcgagtggatggg
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cggtatcattccgggttttggcactgcgaattacgcgcagaagtttcagggecgggtgaccattaccgeggatg
aaagcaccagcaccgcgtatatggaactgagcagcectgegtagcgaagatacggecgtgtattattgcgege

gtaagaatgaggaggatggtggttttgatcattggggccaaggceaccctggtgacggttagctca

- SEC ID N2 12: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
6032
Gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgcegegtatctegtgtagegge
gataatcttggtgattattatgcttcttggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagttcttgtgatttatgatgat
tctaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccatt
agcggcactcaggcggaagacgaagcggattattattgccagacttgggatggtactcttcattttgtgtttggeg
gcggcacgaagttaaccgttctt

- SEC ID N2 13: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de
Longitud Completa de Anticuerpo MOR-6032

caggtgcaattggttcagtctggcgcggaagtgaaaaaaccgggcagcagegtgaaagtgagcetgcaaag
cctccggaggcacttttaattcttatgetatttcttgggtgcgecaageccctgggecagggtetcgagtggatggg
cggtatcattccgggttttggcactgcgaattacgcgcagaagtttcagggecgggtgaccattaccgeggatg
aaagcaccagcaccgcgtatatggaactgagcagcctgcgtagcgaagatacggecgtgtattattgecgege
gtaagaatgaggaggatggtggttttgatcattggggccaaggcaccctggtgacggttagctcagectcecac
caagggcccatcggtcttcceectggegecctgetccaggagceacctccgagagcacageggecctgggcet
gcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegcetctgaccageggegtge
acaccttccecggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagegtagtgaccgtgecctccagcaac
ttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttg
agcgcaaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttectettceee

ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgageca
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cgaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcataatgccaagacaaageca
cgggaggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtectcaccgtegtgcaccaggactggetgaac
ggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcectcccagecceccatcgagaaaaccatctccaaaa
ccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccetgeccccatcccgggaggagatgaccaagaac
caggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagageaatgg
gcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggcetecttcttectctacagcaa
gctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgetecegtgatgecatgaggcetetgea

caaccactacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

- SEC ID N¢ 14: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de Anticuerpo MOR-6032

Gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgcegegtatctegtgtagegge
gataatcttggtgattattatgcttcttggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagttcttgtgatttatgatgat
tctaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccatt
agcggcactcaggcggaagacgaagcggattattattgccagacttgggatggtactcttcattttgtgtttggeg
gcggcacgaagttaaccgttcttggtcagcccaaggcetgecccecteggtcactctgttcccaccctectctgagg
agcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagecgtgacagtggectg
gaaggcagatagcagccccgtcaaggcgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaac
aagtacgcggccagcagctacctgagectgacgectgagcagtggaagtcccacagaagctacagetgec

aggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggeccctacagaatgttca

- SEC ID N2 15: H-CDR1 de anticuerpo MOR-7361
SDYYMH

- SEC ID N? 16: H-CDR2 de anticuerpo MOR-7361
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VISGSGSNTYYADSVKG

- SEC ID N® 17: H-CDRS3 de anticuerpo MOR-7361
RLYAQFEGDF

- SEC ID N® 18: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-
7361
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSVI
SGSGSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLYAQF
EGDFWGQGTLVTVSS

- SEC ID N? 19: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-7361

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSVI

SGSGSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLYAQF

EGDFWGQGTLVTVSSastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtf

pavlgssglyslssvvtvpssnfgtgtytcnvdhkpsntkvdktiverkccvecppcpappvagpsvilfppkpk
dtlmisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqgfnstfrvvsvitvwhgdwingkeykc
kvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtknqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttp
pmldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

- SEC ID N? 20: L-CDR1 de anticuerpo MOR-7361
SGDNIGSKYVS

- SEC ID N¢ 21: L-CDR2 de anticuerpo MOR-7361
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SDSERPS

- SEC ID N¢ 22: L-CDRS3 de anticuerpo MOR-7361
QSWDGSISRV

- SEC ID N? 23: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7361
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSER
PSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTV
L

- SEC ID N® 24: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7361

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSER

PSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTV

Lggpkaapsvilfppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassyl

sltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N2 25: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-
7361
caggtgcaattggtggaaagcggecggceggectggtgcaaccgggeggceagectgegtectgagetgegegg
cctccggatttaccttttctgattattatatgcattgggtgcgccaageccctgggaagggtctcgagtgggtgage
gttatctctggttctggtagcaatacctattatgcggatagcgtgaaaggccgttttaccatttcacgtgataattcg
aaaaacaccctgtatctgcaaatgaacagcctgegtgcggaagatacggecgtgtattattgcgegegtctttat

gctcagtttgagggtgatttttggggccaaggcaccctggtgacggttagetca
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- SEC ID N? 26: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7361
gatatcgaactgacccagccgccttcagtgagegtigcaccaggtcagaccgcegcegtatctegtgtageggeg
ataatattggttctaagtatgtttcttggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagticttgtgatttattctgattc
tgagcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccctgaccatta
gcggcactcaggcggaagacgaagcggattattatigccagtcttgggatggttctatttctcgtgtgtttggegg

cggcacgaagttaaccgtcctaggtcag

- SEC ID N2 27: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7361

caggtgcaattggtggaaagcggecggceggectggtgcaaccgggeggceagectgegtetgagetgegegg
cctccggatttaccttttctgattattatatgcattgggtgcgccaageccctgggaagggtctcgagtgggtgage
gttatctctggttctggtagcaatacctattatgcggatagcgtgaaaggccgttttaccatttcacgtgataattcg
aaaaacaccctgtatctgcaaatgaacagcctgegtgcggaagatacggecgtgtattattgcgegegtctttat
gctcagtttgagggtgatttttggggccaaggcaccctggtgacggttagetcagectccaccaagggeccate
ggtcttcececctggegecctgetccaggageacctccgagagcacageggecctgggetgectggtcaagga
ctacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegctctgaccageggegtgcacaccttceeggcet
gtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagegtagtgaccgtgecctccagcaacttcggcacccaga
cctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagcgcaaatgttgt
gtcgagtgcccaccgtgecccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttccteticcccccaaaacccaag
gacaccctcatgatctcccggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagccacgaagaccecega
ggtccagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggageag
ttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtac

aagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggeag
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ccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectg

acctgcectggtcaaaggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagagcaatgggeagecggaga
acaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagcetcacegtgga
caagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggetctgcacaaccactacac

acagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

- SEC ID N¢ 28: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7361
gatatcgaactgacccagccgccttcagtgagcegtigcaccaggtcagaccgcegcegtatctegtgtageggeg
ataatattggttctaagtatgtttcttggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagticttgtgatttattctgattc
tgagcgtccctcaggeatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgegaccctgaccatta
gcggcactcaggcggaagacgaagceggattattatigccagtcttgggatggttetatttctcgtgtgtttggegg

cggcacgaagttaaccgtcctaggtcag

- SEC ID N® 29: H-CDR1 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
STYWIS

- SEC ID N® 30: H-CDR2 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
KIYPGDSYTNYSPSFQG

- SEC ID N® 31: H-CDRS3 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
RGYGIFDY
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- SEC ID N® 32: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-
7480; MOR 7483
QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKI
YPGDSYTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFD
YWGQGTLVTVSS

- SEC ID N¢ 33: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-7480; MOR 7483

QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKI

YPGDSYTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFD

YWGQGTLVTVSSastkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpaviq
ssglyslssvvtvpssnfgtqtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimi

srtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvitvwvhgdwlngkeykckvsn
kglpapiektisktkggprepqgvytlppsreemtkngvsliclvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmld
sdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslisispgk

- SEC ID N? 34: L-CDR1 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
SGDNIGDQYAH

- SEC ID N? 35: L-CDR2 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
QDKNRPS
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- SEC ID N? 36: L-CDR3 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR
7480.2
ATYTGFGSLAV

- SEC ID N 37: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7480

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL

TVL

- SEC ID N© 38: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7480
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvtlfppsseelqgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N2 39: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-
7480; MOR-7483
caggtgcaattggttcagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagectgaaaattagetgcaaag
gttccggatattccttttctacttattggatttcttgggtgcgccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggea
agatctatccgggtgatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaa
gcattagcaccgcgtatcticaatggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgcgegtggt
tatggtatttttgattattggggccaaggcaccctggtcaccgtctectca
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- SEC ID N? 40: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7480
Gatatcgaactgacccagccgccttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgcegegtatctegtgtagegge
gataatattggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggegcecagttgttgtgatttatcag
gataagaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagecggcaacaccgcegaccctgac
cattagcggcactcaggcggaagacgaagcggattattattgcgctacttatactggttttggttetettgetgtgtit
ggcggcggceacgaagttaaccgtecta

- SEC ID N¢ 41: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-7480; MOR-7483

caggtgcaattggttcagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagectgaaaattagetgcaaag
gttccggatattccttttctacttattggatttcttgggtgcgccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggea
agatctatccgggtgatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaaa
gcattagcaccgcgtatcticaatggagcagcectgaaagcgagcgatacggcecatgtattattgtgcgegtggt
tatggtatttttgattattggggccaaggcaccctggtcaccgtctcctcagectccaccaagggeccateggtett
cccectggegecctgetccaggageacctccgagagcacageggecctgggetgectggtcaaggactactt
ccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegctctgaccageggegtgcacaccttccecggcetgtect
acagtcctcaggactctactccctcagcagegtagtgaccgtgecctccagcaacttcggcacccagacctac
acctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagcgcaaatgttgtgtcga
gtgcccaccgtgeccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttectettccccccaaaacccaaggacac
cctcatgatctcccggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagccacgaagacccecgaggteca
gttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagceagttcaac
agcacgttccgtgtggtcagcegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtge
aaggtctccaacaaaggcctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagecccga

gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgec
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tggtcaaaggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagageaatgggcagecggagaacaacta
caagaccacacctcccatgctggactccgacggctecttcttcctctacagcaagetcacegtggacaagage
aggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggctetgcacaaccactacacacagaag

agcctctecectgtctcegggtaaa

- SEC ID N¢ 42: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa del anticuerpo MOR-7480
gatatcgaactgacccagccgccttcagtgagcegtigcaccaggtcagaccgcegcegtatctegtgtageggeg
ataatattggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcgcecagttgttgtgatttatcagg
ataagaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagecggcaacaccgcgaccctgace
attagcggcactcaggcggaagacgaagcggattattattgcgctacttatactggttttggttetettgetgtgtitg

gcggceggceacgaagttaaccgtecta

- SEC ID N¢® 43: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-
7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2
EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKI
YPGDSYTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFD
YWGQGTLVTVSS

- SEC ID N2 44: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-7480.1; MOR-7480.2;
MOR-7483.1; MOR-7483.2

evqglvgsgaevkkpgeslrisckgsgysfstywiswvrgmpgkglewmgkiypadsytnyspsfggqvtisa

dksistaylgwsslkasdtamyycargygifdywgaqgtlivivssastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkd
yfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtqtytcnvdhkpsntkvdkiverkccvec
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ppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqfnst
frvvsvitvvhgdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtknqvsltclvkgfyp
sdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwqgqgnviscsvmhealhnhytgkslslspg
k

- SEC ID N? 45: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7480.1
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL
TVL

- SEC ID N® 46: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7480.1

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvtlfppsseelqgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N2 47: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-
7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2
gaggtgcaattggttcagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagectgaggattagetgcaaa
ggttccggatattcctttictacttattggatttctigggtgcgecagatgectgggaagggtctcgagtggatgggce
aagatctatccgggtgatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaa
agcattagcaccgcgtatcttcaatggagcagcctgaaagcgagegatacggecatgtattattgtgegegtg
gttatggtatttttgattattggggccaaggcaccctggtcaccgtctectca
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- SEC ID N¢ 48: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7480.1
agctacgagctgacccagcecccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagecccegtgetggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagecggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggccatggacgaggecgactactactgcgecacctacaccggcttc

ggcagcctggecgtgttcggecggagggaccaagetgaccgtecta

- SEC ID N¢ 49: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de
Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-7480.1; MOR-7480.2;
MOR-7483.1; MOR-7483.2

gaggtgcaattggttcagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcectgaggattagetgcaaa
ggttccggatattcctttictacttattggatttctigggtgcgecagatgectgggaagggtctcgagtggatggge
aagatctatccgggtgatagctataccaattattctccgagctttcagggccaggtgactattagcgcggataaa
agcattagcaccgcgtatcttcaatggagcagcctgaaagcgagegatacggecatgtattattgtgegegtg
gttatggtatttttgattattggggccaaggcaccctggtcaccgtctcctcagectccaccaagggceccatcggt
cttcceectggegecctgetccaggagceacctccgagagcacageggcecctgggcetgectggtcaaggacta
cttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegetctgaccageggegtgcacaccttccecggcetgte
ctacagtcctcaggactctactcecctcagcagegtagtgaccgtgecctccagcaacttcggcacccagacct
acacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagtigagcgcaaatgttgtgtc
gagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggac
accctcatgatctcccggacccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgageccacgaagaccecgaggte
cagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggageagttca
acagcacgttccgtgtggtcagegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagt

gcaaggtctccaacaaaggcctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggeagecce
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gagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctg
cctggtcaaaggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagagceaatgggecagecggagaacaac
tacaagaccacacctcccatgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagcetcaccgtggacaaga
gcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgetcegtgatgcatgaggcetcetgcacaaccactacacacaga

agagcctctccctgtctcegggtaaa

- SEC ID N¢ 50: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7480.1

agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagageccegtgetggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagcggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggecgactactactgcgecacctacaccggcttc
ggcagcctggecgtgttcggcggagggaccaagetgaccgtectaggtcageccaaggcetgecccecteggt
cactctgttcccaccctectctgaggagcticaagccaacaaggcecacactggtgtgtctcataagtgacttcta
cccgggagcecgtgacagtggectggaaggcagatagcagecccgtcaaggegggagtggagaccacca
caccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagceagcetacctgagectgacgectgagcagtgga
agtcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggecccta

cagaatgttca

- SEC ID N 51: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7480.2
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL
TVL
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- SEC ID N2 52: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7480.2

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvitlfppsseelgankatlvclisdfypgavivawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N¢ 53: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7480.2
agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagceccegtggtggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagcggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggecgactactactgcgecacctacaccggcttc

ggcagcctggecgtgttcggecggagggaccaagetgaccgtecta

- SEC ID N¢ 54: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7480.2

agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagceccegtggtggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagcggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggecgactactactgcgecacctacaccggcttc
ggcagcctggecgtgttcggcggagggaccaagetgaccgtectaggtcageccaaggcetgecccecteggt
cactctgttcccaccctcctctgaggagcticaagccaacaaggcecacactggtgtgtctcataagtgacttcta
cccgggagcecgtgacagtggectggaaggcagatagcagecccgtcaaggegggagtggagaccacca

caccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggcecagcagctacctgagectgacgectgageagtgga
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agtcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggecccta

cagaatgttca

- SEC ID N? 55: L-CDR3 de anticuerpo MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2
STYTFVGFTTV

- SEC ID N? 56: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7483

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTEFVGFTTVFGGGTKL

TVL

- SEC ID N2 57: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7483
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTEFVGFTTVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvtlfppsseelqgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N 58: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7483

Gatatcgaactgacccagccgcecttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgcegegtatctegtgtagegge

gataatattggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggegcecagttgttgtgatttatcag

gataagaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagecggatccaacageggcaacaccgegaccctgac
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cattagcggcactcaggcggaagacgaagceggattattattgctctacttatacttttgttggttttactactgtgtttg

gcggcggceacgaagttaaccgtecta

- SEC ID N¢ 59: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483

Gatatcgaactgacccagccgccttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgcegegtatctegtgtagegge
gataatattggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggegcecagttgttgtgatttatcag
gataagaatcgtccctcaggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcegaccectgac
cattagcggcactcaggcggaagacgaagcggattattattgctctacttatacttttgttggttttactactgtgtttg
gcggcggeacgaagttaaccgtcctaggtcageccaaggctgeccccteggtcactcetgttcccacccetectcet
gaggagcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagecgtgacagtg
gcctggaaggcagatagcagecccgtcaaggcgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaa
caacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgectgagcagtggaagtcccacagaagcetacage

tgccaggtcacgcatgaagggagceaccgtggagaagacagtggeccctacagaatgttca

- SEC ID N? 60: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
7483.1
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKL
TVL

- SEC ID N® 61: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7483.1

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKL
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TVLggpkaapsvitlfppsseelgankatlvclisdfypgavivawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N? 62: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7483.1
Agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagceatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagecccegtgetggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagcggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggcecgactactactgctctacttatacttttgttggttt

tactactgtgttcggcggagggaccaagctgaccgtccta

- SEC ID N¢ 63: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483.1

agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecageatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagecccegtgetggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagceggceatccccgageggticagcggcagcaacagcggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggcecgactactactgctctacttatacttttgttggttt
tactactgtgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcccaaggetgeccccteggtcactetgt
tcccaccctectctgaggagctticaagccaacaaggecacactggtgtgtctcataagtgacttctacccggga
gccgtgacagtggcectggaaggcagatagcagecccgtcaaggecgggagtggagaccaccacaccctce
aaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagcectgacgectgagcagtggaagtcccac
agaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggceccctacagaatgtt

ca

- SEC ID N? 64: Secuencia de Aminoacidos de V_ de anticuerpo MOR-
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7483.2
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKL
TVL

- SEC ID N® 65: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud
Completa de anticuerpo MOR-7483.2

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKN

RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKL

TVLgqgpkaapsvtlfppsseelqgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaas

sylsltpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N° 66: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-
7483.2
agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg
gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagagceccegtggtggtgat
ctaccaggacaagaaccggcccagcggceatccccgageggticagcggcagcaacagecggcaacaccy
ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggcecgactactactgctctacttatacttttgttggttt

tactactgtgttcggcggagggaccaagctgaccgtccta

- SEC ID N¢ 67: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de
Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483.2

agctacgagctgacccagccccccagegtgtccgtgagecctggecagaccgecagcatcacctgcageg

gcgacaacatcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggecagageccegtggtggtgat

ctaccaggacaagaaccggcccagcggcatccccgageggticagecggcagcaacageggeaacaccg
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ccaccctgaccatcagcggcacccaggcecatggacgaggecgactactactgetctacttatacttttgttggttt
tactactgtgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagecccaaggetgeccecteggtcactcetgt
tcccaccctectctgaggagceticaagccaacaaggcecacactggtgtgtctcataagtgacttctacccggga
gccgtgacagtggectggaaggcagatagcageccecgtcaaggegggagtggagaccaccacaccctee
aaacaaagcaacaacaagtacgcggccagceagctacctgagectgacgectgagcagtggaagteccac
agaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggeccctacagaatgtt

ca

- SEC ID N? 68: Secuencia de Aminoacidos de 4-1BB Humano
mgnscynivatlllvinfertrslgdpcsncpagtfcdnnrngicspcppnsfssaggqricdicrqckgvfrirke
csstsnaecdctpgfhclgagecsmceqdckqgqgeltkkgckdcecfgtfndgkrgicrpwincsldgksvivng
tkerdvvcgpspadlspgassvtppaparepghspqiisfflaltstallfliffltirfsvvkrgrkkilyitkgpfmrpv
gttgeedgcscrfpeeeeggcel

- SEC ID N? 69: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de IgG1
Humana
astkgpsvfplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvivpsssl
gtatyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtimisripevtcvvvdvsh
edpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvingdwingkeykckvsnkalpapiektiskak
gagprepqgvytlppsreemtknqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttppvldsdgsfflyskltvdk
srwqqgnvfscsvmhealhnhytgkslsispgk

- SEC ID N2 70: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de
IgG1 Humana
GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAG
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CACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC
CCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTAGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTG
CAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGC
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACAC
CCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG
TACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGG
CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

- SEC ID N® 71: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de 1gG2
Humana
astkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglysissvvtvpssnf
gtgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshed
pevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqgfnstfrvvsvitvwhgdwlngkeykckvsnkglpapiektisktkggp



10

15

20

25

141

repgvytlppsreemtknqvsltclvkgfypsdiavewesngqgpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrw
gggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

- SEC ID N? 72: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de
IgG2 Humana

GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGA
GCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTT
CCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTAGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCT
GCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAG
CGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAG
GACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA
CCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAAT
GCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGG
TCAGCGTCCTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCA
CTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
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- SEC ID N? 73: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de
Cadena Ligera Lambda Humana
ggpkaapsvtlfppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsl

tpeqwkshrsyscqvthegstvektvaptecs

- SEC ID N? 74: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de
Cadena Ligera Lambda Humana

GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCACCCTCCTCTGA
GGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTA
CCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAG
GCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGC
GGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGA
AGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAG
TGGCCCCTACAGAATGTTCA
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o parte de union a antigeno del mismo,
comprendiendo dicho anticuerpo, o parte de unién a antigeno:

(a) una H-CDR1 como se expone en SEC ID N2 29;
b) una H-CDR2 como se expone en SEC ID N2: 30;

)

)

¢) una H-CDR3 como se expone en SEC ID N¢: 31;

d) una L-CDR1 como se expone en SEC ID N¢: 34;
)

(
(
(
(e) una L-CDR2 como se expone en SEC ID N%: 35;y
(

f) una L-CDR3 como se expone en SEC ID N°: 36;

2. El anticuerpo o parte de union a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 1 comprendiendo dicho anticuerpo o parte de unién a antigeno
una secuencia de aminodcidos de region Vy como se expone en SEC ID N¢:

43.

3. El anticuerpo o parte de union a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 1 comprendiendo dicho anticuerpo o parte de unién a antigeno

una secuencia de aminoacidos de region Vi como se expone en SEC ID N9 45.

4. El anticuerpo o parte de union a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos de regién Vy
como se expone en SEC ID N2 43 y una secuencia de aminoacidos de region

Vi como se expone en SEC ID N°: 45.
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5. El anticuerpo aislado, comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada como se expone en SEC ID N% 44 y
comprendiendo adicionalmente una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera expuesta en SEC ID N°: 46, con la condicién de que el resto de lisina C-

terminal de SEC ID N?: 44 esté opcionalmente ausente.

6. El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

1 a5, que es un IgG2.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o parte de
unién a antigeno del mismo, de acuerdo con las reivindicaciones 1-6 y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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RESUMEN

La presente divulgacion proporciona moléculas de unién aisladas que se
unen a 4-1BB humano, moléculas de acido nucleico que codifican una
secuencia de aminoacidos de las moléculas de union, vectores que
comprenden las moléculas de acido nucleico, células huésped que contienen
los vectores, procedimientos para realizar las moléculas de union,
composiciones farmacéuticas que contienen las moléculas de union y

procedimientos para usar las moléculas de unién o composiciones.
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Figura 4. Expansion in vivo
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

PC33845A Sequence Listing
SEQUENCE LISTING

Pfizer Inc.

4-1BB BINDING MOLECULES

PC33845A

74

PatentIn version 3.5

1

6
PRT
Homo

1

Asn Ser Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

17
PRT
Homo

2

Gly Ile Ile

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11
PRT
Homo

3

Arg Lys Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

119
PRT
Homo

4

GIn val Gln
1

Ser val Lys

sapien

Ala Ile Ser
5

sapien

Pro Gly Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
5 10 15

sapien

Glu GTu Asp Gly Gly Phe Asp His
5 10

sapien
Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser
5 10 15

val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Asn Ser Tyr
20 25 30

Pagina 1



Ala ITe

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Met Glu
Ala Arg
Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

GIn val

1

Ser val

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65
Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

ser

35

Arg

Leu

Lys

val
115

445
PRT
Homo

5

Gln

Lys

Ser

35

Arg

Leu

Lys

val
115

Trp

Ile

val

Ser

Asn

100

Thr

val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

val

sapien

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Asn

100

Thr

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Glu

val

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Glu

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Glu

Ser

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Asp

Ser

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Asp

Ser

PC33845A Sequence Listing

Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu
40 45

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala
120

Thr

Asp

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ala Asn Tyr
60

Glu Ser Thr
75

Asp Thr Ala
90

Phe Asp His

Glu val Lys
10

Gly Gly Thr

Gly GIn Gly

Ala Asn Tyr

Glu Ser Thr
75

Asp Thr Ala
90

Phe Asp His

Thr Lys Gly

Pagina 2

Ala

Ser

val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro
125

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe



Pro

Gln

Ser

Ser

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Thr

Arg

Gly

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Asn

Asn

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe
370

Ala

Leu

Gly

Ser

Phe

195

Thr

Pro

Pro

cys

Trp

Glu

val

Asn

Gly

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Pro

245

val

val

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Ser

Tyr

Gln

Asp

Ala

230

Lys

val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
375

PC33845A Sequence Listing

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

val

val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Pro

val

ser

185

Thr

val

val

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

val

val

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

250

His

val

Phe

Gly

Ile

330

val

Ser

Pro

155

Thr

val

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Tyr

Leu

val

Phe

val

val

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu Trp Glu

380

Pagina 3

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

365

Ser

val

Ala

val

190

Cys

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

val

175

Pro

Lys

val

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln



Pro Glu Asn
385

Ser Phe Phe
Gln Gly Asn
His Tyr Thr
435
<210> 6
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 6
Ser Gly Asp
1
<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 7

Asp Asp Ser
1

<210> 8
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 8

Gln Thr Trp
1

<210> 9
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 9
Asp Ile Glu
1

Thr Ala Arg

Asn Tyr

Leu Tyr

405

val Phe

420

Gln Lys

sapien

Asn Leu
5

sapien

Asn Arg
5

sapien

Asp Gly
5

sapien

Leu Thr
5

Ile Ser

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Gln

Cys

PC33845A Sequence Listing

Thr Thr

Lys Leu Thr

val
425

Cys Ser

Ser Leu

440

Leu

Asp

Tyr

Tyr

Ser

Leu His Phe

Pro Pro Ser

val
410

Met

Ser

Ala

10

val
10

Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
395 400

Asp Lys Ser Arg Trp Gln

41

5

His Glu Ala Leu His Asn

Pro Gly Lys
445

Ser

430

val ser val Ala Pro Gly GIn

10

15

Ser Gly Asp Asn Leu Gly Asp Tyr Tyr Ala
Pagina 4



Ser

Asp

Asn

65

Asp

val

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr
35

Ser

Gly

Ala

Gly

10
213
PRT
Homo

10

Asp Ile Glu

1

Thr

Ser

Asp

Asn

65

Asp

val

Ala

Asn

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Pro

Lys

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

115

Ala

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

sapien

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

val

Thr

Thr

5

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Leu

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Leu

val

Pro

ser

55

Thr

cys

Lys

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Phe

Cys

PC33845A Sequence Listi
25

Gly GIn Ala
40

Gly 1Te Pro

Leu Thr Ile

Gln Thr Trp
90

Leu Thr val
105

Pro Ser val
10

Gly Asp Asn
25

Gly GIn Ala
40

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile

Gln Thr Trp
90

Leu Thr val
105

Pro Pro Ser
120

Leu ITe Ser

Pro val Leu
45

Glu Arg Phe
60

Ser Gly Thr
75

Asp Gly Thr

Leu

Ser val Ala

Leu Gly Asp

Pro val Leu
45

Glu Arg Phe
60

Ser Gly Thr
75

Asp Gly Thr

Leu Gly GIn

Ser Glu Glu

125

Asp Phe Tyr

Pagina 5

ng

30

val

Ser

Gln

Leu

Pro

Tyr

30

val

Ser

Gln

Leu

Pro

110

Leu

Pro

Ile

Gly

Ala

His
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

His

95

Lys

Gln

Gly

Tyr

Ser

Glu

80

Phe

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Phe

Ala

Ala

Ala



130

val Thr val

145

Glu Thr Thr

Ser Tyr Leu

Gln
195

ser Cys

Thr Glu

210

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

11
357
DNA
Homo

<400> 11
caggtgcaat

agctgcaaag
cctgggeagg
gcgcagaagt
atggaactga

gaggaggatg

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 12
gatatcgaac

12
321
DNA

tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcacgaagt

<210>
<211>

13
1335

Ala Trp

Lys Ala

PC33845A Sequence Listing

135

150

Thr Pro

165

Ser
180

Leu

val Thr

Cys Ser

sapien

tggttcagtc
cctccggagg
gtctcgagtg
ttcagggccg
gcagcctgceg
gtggttttga

sapien

tgacccagcc
gcgataatct
ttcttgtgat
ccaacagcgg
attattattg

taaccgttct

Ser Lys

Thr Pro

His Glu

200

tggcgcggaa
cacttttaat
gatgggcggt
ggtgaccatt
tagcgaagat

tcattggggc

gccttcagtg
tggtgattat
ttatgatgat
caacaccgcg
ccagacttgg
t

155

185

gtgaaaaaac
tcttatgcta
atcattccgg
accgcggatg
acggccgtgt

caaggcaccc

agcgttgcac
tatgcttctt
tctaatcgtc
accctgacca

gatggtactc

140

190

205

cgggcagcag
tttcttgggt
gttttggcac
aaagcaccag

attattgcgc

tggtgacggt

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac

ttcattttgt

Pagina 6

Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly val

160

Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser
170

175

Glu GIn Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr

Gly Sser Thr val Glu Lys Thr val Ala

cgtgaaagtg
gcgccaagcec
tgcgaattac
caccgcgtat
gcgtaagaat

tagctca

cgcgcgtatc
gaaacccggg
cccggaacgc

tcaggcggaa
gtttggcggc

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300
321



<212>
<213>

<400> 13
caggtgcaat

DNA

agctgcaaag
cctgggcagg
gcgcagaagt
atggaactga
gaggaggatg
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactccc
acctgcaacg
tgttgtgtcg
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttcc
ttctcatgct
ctgtctccgg
<210> 14

<211> 639
<212> DNA
<213>

<400> 14
gatatcgaac

tcgtgtageg

caggcgccag

Homo sapien

tggttcagtc
cctccggagg
gtctcgagtg
ttcagggccg
gcagcctgcg
gtggttttga
gcccatcggt
tgggctgcect
ctctgaccag
tcagcagcgt
tagatcacaa
agtgcccacc
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcgt
aaggcctccc
cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgea

gtaaa

Homo sapien

tgacccagcc
gcgataatct

ttcttgtgat

PC33845A Sequence Listing

tggcgcggaa
cacttttaat
gatgggcggt
ggtgaccatt
tagcgaagat
tcattggggc
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
agtgaccgtg
gcccagcaac
gtgcccagca
caccctcatg
agaccccgag
aaagccacgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgccc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctctg

gccttcagtg
tggtgattat

ttatgatgat

gtgaaaaaac
tcttatgcta
atcattccgg
accgcggatg
acggccgtgt
caaggcaccc
gcgccctget
tacttccccg
accttcccgg
ccctccagcea
accaaggtgg
ccacctgtgg
atctcccgga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
ccatcccggg
taccccagcg
accacacctc
gacaagagca

cacaaccact

agcgttgceac
tatgcttctt

tctaatcgtc

cgggcagcag
tttcttgggt
gttttggcac
aaagcaccag
attattgcgc
tggtgacggt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
acttcggcac
acaagacagt
caggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaaac
aggagatgac
acatcgccgt
ccatgctgga
ggtggcagca

daCacCacagaa

caggtcagac
ggtaccagca

cctcaggcat

Pagina 7

cgtgaaagtg
gcgccaagec
tgcgaattac
caccgcgtat
gcgtaagaat
tagctcagcc
ctccgagagc
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcgcaaa
agtcttcctc
cacgtgcgtg
ggacggcgtg
gttccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce

ggggaacgtc

gagcctctcc

cgcgcgtatc
gaaacccggg

cccggaacgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335

60
120
180



tttagcggat
gacgaagcgg
ggcacgaagt
ccctecctctg
tacccgggag
gagaccacca
ctgacgcctg
agcaccgtgg
<210> 15
<211> 6
<212> PRT
<213> Homo

<400> 15

ser Asp Tyr
1

<210> 16
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

val ITe Ser
1

Gly

<210> 17
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo
<400> 17

Arg Leu Tyr
1

<210> 18
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo
<400> 18

Gln val Gln
1

PC33845A Sequence Listing

ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa
attattattg ccagacttgg gatggtactc ttcattttgt gtttggcggc
taaccgttct tggtcagccc aaggctgccc cctcggtcac tctgttccca
aggagcttca agccaacaag gccacactgg tgtgtctcat aagtgacttc
ccgtgacagt ggcctggaag gcagatagca gccccgtcaa ggcgggagtg
caccctccaa acaaagcaac aacaagtacg cggccagcag ctacctgagc
agcagtggaa gtcccacaga agctacagct gccaggtcac gcatgaaggg

agaagacagt ggcccctaca gaatgttca

sapien

Tyr Met His
5

sapien

Gly Ser Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
5 10 15

sapien

Ala GIn Phe Glu Gly Asp Phe
5 10

sapien

Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
5 10 15

Pagina 8

240
300
360
420
480
540
600
639



Ser

Tyr

Ser

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

His
35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr
115

19
444
PRT
Homo

19

Gln val Gln
1

Ser

Tyr

Ser

LysS

Leu

Ala

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Ala

Ser

sapien

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

TYyr
100

val
5

Ser
val
Gly
Thr
Ser

85

Ala

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gln

Ser

Glu

cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

PC33845A Sequence Listing

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Ser Gly Phe Thr Phe Ser
25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

ser

75

Thr

Gly

Lys

Ala

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp Phe Trp

Pagina 9

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

cys

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Lys

Glu

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

val

Asn

Gly

Glu

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Lys

Cys

Lys

val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Pro

val

260

val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Ala

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

215

Pro

Thr

val

val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

PC33845A Sequence Listing

Ser Thr Lys Gly Pro

120

Thr

Pro

val

Ser

Thr

200

val

val

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Ala

Met

His

265

val

Phe

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

Thr

170

val

Asn

Arg

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Ser

val

155

Phe

val

val

Lys

Pro

235

Ser

Asp

Asn

val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Pagina

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

220

Ser

Arg

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys
10

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205

Cys

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

val

Phe

Pro

val

270

Thr

val

Cys

Ser

Pro

350

val

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Pro

Gly

Asn

160

Ser

Ser

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly



Phe Tyr
370

Glu Asn
385

Phe Phe
Gly Asn
Tyr Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ser Asp
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

355

Pro

Asn

Leu

val

Gln
435

20
11
PRT
Homo

20

Asp

21

PRT
Homo

21

Ser

22
10
PRT
Homo

22

Trp

23
107
PRT
Homo

23

Ser Asp
Tyr Lys
Tyr Ser

405

Phe Ser
420

Lys Ser

sapien

Asn Ile
5

sapien

Glu Arg
5

sapien

Asp Gly
5

sapien

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Gly

Pro

Ser

PC33845A Sequence Listing

360

Ala val Glu
375

Thr Pro Pro
Leu Thr val
Ser val Met

425

Ser Leu Ser

440

Ser Lys Tyr

Ser

Ile Ser Arg

Trp

Met

Asp

His

Pro

val

10

val
10

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Pagina 11

365

Asn Gly GIn

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln
415

Leu His Asn
430

Pro

sSer

400

Gln

His



Asp

Thr

Ser

Ser

Asn

65

Asp

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Glu

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

val Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
213
PRT
Homo

24

Asp Ile Glu

1

Thr

Ser

Ser

Asn

65

Asp

val

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Glu

Asn

Asp

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

sapien

Leu

Ile

20

Gln

Glu

Asn

Asp

Gly

Thr

5

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Ser

Pro

sSer

55

Thr

cys

Lys

PC33845A Sequence Listing
Pro Ser val Ser val Ala Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Asp
25

Gln

Thr

Ser

Thr
105

Ser
Asp

25

Gln

Thr

Ser

Thr
105

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

val

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

val

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Ile

Pro

Glu

ser

75

Asp

Leu

Pagina

Gly

val

Arg

60

Gly

Gly

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Gln

Ser

Gln

Ile

Pro

Ser

Gln

Ile

Pro
110

Gly
15

Tyr

Gly

Ala

ser
95

Gly
15

Tyr

Gly

Ala

ser

95

Lys

val

Tyr

Ser

Glu

80

Arg

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

80

Arg



Ala ser

115

Pro

Asn Ala

val val

145

Glu Thr Thr

ser Tyr Leu

Gln
195

ser Cys

Thr Glu

210

Pro

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 25
caggtgcaat

25
354
DNA

agctgcgegg
cctgggaagg
gcggatagcg
ctgcaaatga
gctcagtttg
<210>
<211>

<212>
<213>

26
327
DNA
Homo

<400> 26
gatatcgaac

tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg

val Thr

Thr Leu

Ala Trp

Thr Pro

165

Ser Leu

180

val Thr

Cys Ser

sapien

tggtggaaag
cctccggatt
gtctcgagtg
tgaaaggccg
acagcctgcg

agggtgattt

sapien

tgacccagcc
gcgataatat
ttcttgtgat
ccaacagcgg

attattattg

Leu

val

Thr

PC33845A Sequence Listing

Phe
120

Leu
135

Ala Asp

Lys Gln

Pro Glu

Glu Gly

cggcggcggc
taccttttct
ggtgagcgtt
ttttaccatt
tgcggaagat
ttggggccaa

gccttcagtg
tggttctaag
ttattctgat
caacaccgcg

ccagtcttgg

ser Asp

Pro
155

Ser Ser

Asn Asn

170

Ser

Gln
185

Trp Lys

Ser Thr val

ctggtgcaac
gattattata
atctctggtt
tcacgtgata
acggccgtgt
ggcaccctgg

agcgttgceac
tatgtttctt
tctgagcgtc
accctgacca

gatggttcta

Pagina

Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu

125

Phe
140

Tyr Pro

val Lys Ala

Lys Tyr Ala

Ser His Arg

Glu Thr

cgggcggceag
tgcattgggt
ctggtagcaa
attcgaaaaa
attattgcgc

tgacggttag

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggeat
ttagcggcac

tttctcgtgt

13

Gln

Gly

val
160

Gly

Ala
175

Ser

ser Tyr

val

cctgecgtctg
gcgccaagcc
tacctattat
caccctgtat
gcgtctttat

ctca

cgcgcgtatc
gaaacccggg
cccggaacgce

tcaggcggaa
gtttggcggce

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300



ggcacgaagt

<210> 27
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 27
caggtgcaat

agctgegegg
cctgggaagg
gcggatagceg
ctgcaaatga
gctcagtttg
accaagggcc
gcggccctgg
tcaggcgctc
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctct
tcatgctccg
tctccgggta
<210> 28

<211> 327
<212> DNA
<213>

<400> 28
gatatcgaac

1332

taaccgtcct

Homo sapien

tggtggaaag
cctccggatt
gtctcgagtg
tgaaaggccg
acagcctgcg
agggtgattt
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtagt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcgtgca
gcctcccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

aa

Homo sapien

tgacccagcc

PC33845A Sequence Listing

aggtcag

c€ggcggeggce
taccttttct
ggtgagcgtt
ttttaccatt
tgcggaagat
ttggggccaa
cccecctggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cccagcacca
cctcatgatc
ccccgaggtc
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccccca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac

ggctctgcac

gccttcagtg

ctggtgcaac
gattattata
atctctggtt
tcacgtgata
acggccgtgt
ggcaccctgg
ccctgctcca
ttccccgaac
ttcccggcetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tcccggaccc
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcccgggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt

aaccactaca

agcgttgcac
Pagina

cgggcggcag
tgcattgggt
ctggtagcaa
attcgaaaaa
attattgcgc
tgacggttag
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgccgtgga
tgctggactc
ggcagcaggg

cacagaagag

caggtcagac
14

cctgcgtctg
gcgccaagcec
tacctattat
caccctgtat
gcgtctttat
ctcagcctcc
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctcttce
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc

cctctccctg

cgcgcgtatc

327

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1332

60



tcgtgtageg

caggcgccag

tttagcggat

gacgaagcgg
ggcacgaagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

29

6
PRT
Homo

29

Ser Thr Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

30
17
PRT
Homo

30

Lys Ile Tyr
1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

31

PRT
Homo

31

Arg Gly Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32
116
PRT
Homo

32

GIn val Gln
1

ser Leu Lys

PC33845A Sequence Listing

gcgataatat tggttctaag tatgtttctt ggtaccagca gaaacccggg
ttcttgtgat ttattctgat tctgagcgtc cctcaggcat cccggaacgc
ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa
attattattg ccagtcttgg gatggttcta tttctcgtgt gtttggcggc

taaccgtcct aggtcag

sapien

Trp Ile Ser
5

sapien

Pro Gly Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
5 10 15

sapien

Gly ITe Phe Asp Tyr
5

sapien
Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu
5 10 15

ITe Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

Pagina 15

120
180
240
300
327



Trp

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Ile

Lys

Gly

Gln

Arg

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser
35

Gln

Trp

Gly

ser
115

33
442
PRT
Homo

33

GIn val Gln
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Ile

Gly

Gln

Arg

val

Lys

Ser

35

Gln

Trp

Gly

Ser
115

Trp

Tyr

val

Ser

Tyr

100

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

sapien

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

val

Ser

Tyr

100

Ser

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Gly

Ala

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Thr

PC33845A Sequence Listing

Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

Ser

Ala

Ala

Asp

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Asp

Tyr

Asp

Ser

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

Thr Asn

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Trp Gly

Glu val
10

Gly Tyr

Gly Lys

Thr Asn

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Trp Gly

Pro Ser

Pagina

Tyr
60
Ile

Ala

Gln

Lys

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

Gln

val

Ser

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

Phe
125

Pro

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

val



Pro
val
145

Ala

Gly

Lys

val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Pro

val

val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

ser
370

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Arg

Tyr

Ser

sSer

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Ser

Phe

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

val

val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

150

val

Ser

Thr

val

val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

val

val

Ser

135

Glu

His

Ser

cys

Glu

215

Ala

Met

His

val

Phe

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu
375

PC33845A Sequence Listing

Glu Sser Thr Ala Ala Leu Gly
140

Pro

Thr

val

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

val

Phe

val

185

val

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

val

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

val
155

Ala

val

Cys

val

235

Thr

Glu

Lys

sSer

Pro

Leu

Asn

Pagina

Ser

val

Pro

Lys

val

220

Phe

Pro

val

Thr

val

300

cys

Ser

Pro

val

Gly
380

17

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Asn

Gln

ser

190

Ser

Cys

Phe

val

Phe

270

Pro

Thr

val

Thr

Pro

cys

Ser

Ser

175

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

val

Ser

Phe

Glu

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

cys

Trp

Glu

val

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn



Asn Tyr Lys
385

Leu Tyr Ser

val Phe Ser
Gln Lys Ser
435
<210> 34
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 34
Ser Gly Asp
1
<210> 35
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo
<400> 35

Gln Asp Lys
1

<210> 36
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 36

Ala Thr Tyr
1

<210> 37
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<400> 37
Asp Ile Glu
1

Thr Ala Arg

Thr Thr
Lys Leu

405

Cys Ser
420

Leu Ser

sapien

Asn Ile
5

sapien

Asn Arg
5

sapien

Thr Gly
5

sapien

Leu Thr
5

Ile Ser

Pro
390

Thr

val

Leu

Gly

Pro

Phe

Gln

Cys

Pro

val

Met

Ser

Asp

Ser

PC33845A Sequence Listing

Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
395

Asp

His

Pro
440

Gln

Lys
Glu

425

Gly

Tyr

Gly Ser Leu

Pro Pro Ser

400

Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn
410 415

Ala Leu His Asn His Tyr Thr
430

Lys

Ala His
10

Ala val
10

val ser val Ala Pro Gly GIn
10 15

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp Gln Tyr Ala

Pagina 18



PC33845A Sequence Listing
25

20 30

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro val val val Ile Tyr
35 40 45

Gln Asp Lys Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Thr Gly Phe Gly Ser Leu
85 90 95

Ala val pPhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu

100 105
<210> 38
<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 38

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser val Ser val Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp GIn Tyr Ala
20 25 30

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ala Pro val val val Ile Tyr
35 40 45

Gln Asp Lys Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr GIn Ala Glu
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Thr Gly Phe Gly Ser Leu
85 90 95

Ala val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly GIn Pro Lys
100 105 110

Ala Ala Pro Ser val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln
115 120 125

Ala Asn Lys Ala Thr Leu val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly
Pagina 19



PC33845A Sequence Listing

130 135

Ala val Thr val
145 150 155

140

Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly

160

val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala
170

165

Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Arg Ser

180 185

Tyr Ser Cys Gln val
195 200

Ala Pro Thr Glu Cys Ser

210
<210> 139
<211> 348
<212> DNA
<213> Homo sapien
<400> 39
caggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac
agctgcaaag gttccggata ttccttttct acttattgga
cctgggaagg gtctcgagtg gatgggcaag atctatccgg
tctccgagct ttcagggcca ggtgactatt agcgcggata
cttcaatgga gcagcctgaa agcgagcgat acggccatgt
ggtatttttg attattgggg ccaaggcacc ctggtcaccg
<210> 40
<211> 324
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 40
gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg agcgttgcac

tcgtgtagcg gcgataatat tggtgatcag tatgctcatt
caggcgccag ttgttgtgat ttatcaggat aagaatcgtc
tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca
gacgaagcgg attattattg cgctacttat actggttttg
ggcggcacga agttaaccgt ccta

<210> 41
<211> 1326

Pagina

190

205

cgggcgaaag
tttcttgggt
gtgatagcta
aaagcattag
attattgtgc

tctcctca

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac

gttctcttge

Thr His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val

cctgaaaatt
gcgccagatg
taccaattat
caccgcgtat

gcgtggttat

cgcgcgtatc
gaaacccggg
cccggaacgc
tcaggcggaa
tgtgtttggc

60
120
180
240
300
348

60
120
180
240
300
324



<212>
<213>

<400>

caggtgcaat tggttcagag
agctgcaaag
cctgggaagg
tctccgaget
cttcaatgga
ggtatttttg
ggcccatcgg
ctgggctgcc
gctctgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcg
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gatatcgaac tgacccagcc
tcgtgtagcg gcgataatat

caggcgccag ttgttgtgat

DNA _
Homo sapien

41

42

324

DNA

Homo sapien

42

cggcgcggaa gtgaaaaaac

gttccggata ttccttttct acttattgga

gtctcgagtg gatgggcaag atctatccgg

ttcagggcca ggtgactatt agcgcggata

gcagcctgaa agcgagcgat acggccatgt

attattgggg ccaaggcacc ctggtcaccg

tcttcccecct ggecgccctge tccaggagca

tggtcaagga ctacttcccc gaaccggtga

caccttcccg gctgtcctac

gcggcgtgea

tagtgaccgt gccctccagc aacttcggca

agcccagcaa caccaaggtg gacaagacag

cgtgcccagc accacctgtg gcaggaccgt

acaccctcat gatctcccgg acccctgagg

aagaccccga ggtccagttc aactggtacg

caaagccacg ttcaacagca

ggaggagcag

tgcaccagga ctggctgaac

ggcaaggagt

cagcccccat cgagaaaacc atctccaaaa

acaccctgcc cccatcccgg

gaggagatga

tcaaaggctt ctaccccagc gacatcgccg

acaactacaa gaccacacct cccatgctgg

agctcaccgt ggacaagagc aggtggcagc

atgaggctct gcacaaccac tacacacaga

gccttcagtg agcgttgeac

tggtgatcag tatgctcatt

ttatcaggat aagaatcgtc

PC33845A Sequence Listing

cgggcgaaag
tttcttgggt
gtgatagcta
aaagcattag
attattgtgc
tctcctcagce
cctccgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttcct
tcacgtgcgt
tggacggegt
cgttccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctctc

caggtcagac
ggtaccagca

cctcaggcat

21

cctgaaaatt
gcgccagatg
taccaattat
caccgcgtat
gcgtggttat
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
atgttgtgtc
cttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttcttc
cttctcatgc

cctgtcteccg

cgcgcgtatc
gaaacccggg

cccggaacgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1326

60
120
180



PC33845A Sequence Listing
tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa

gacgaagcgg attattattg cgctacttat actggttttg gttctcttgc tgtgtttggc

ggcggcacga agttaaccgt ccta

<210> 43
<211> 116
<212> PRT

<213> Homo
<400> 43

Glu val GIn
1
Ser Leu Arg

Trp Ile Ser
35

Gly Lys Ile

Gln Gly Gln
65

Leu Gln Trp
Ala Arg Gly

Thr val Ser
115

<210> 44
<211> 442
<212> PRT
<213> Homo
<400> 44

Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Ile Ser
35

sapien

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

val

Ser

Tyr

100

Ser

val
5

Ser
val
Pro
Thr
Ser

85

Gly

sapien

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Leu val Gln Ser

5

Ile Ser Cys Lys
20

Trp val Arg Gln

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Asp

Gly

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Glu
10

val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gly

val

Ser Gly Tyr
25

Met Pro Gly Lys
40

Pagina

Lys

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

Gln

Lys

Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

Leu
45

Pro Gly Glu
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Met

Pro Ser Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Thr Leu val
110

Pro Gly Glu
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Met

240
300
324



Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

val

Tyr

Glu

Gly

Gln

Arg

val

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Pro

val

val

Gln

Ile

Gln

Trp

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

val

Asp

275

Phe

Tyr

val

Ser

Tyr

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

val

val

Ser

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Thr

val

val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asp

55

Ser

Lys

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Met

His

val

Phe

PC33845A Sequence Listing

Ser Tyr Thr Asn Tyr Ser Pro
60

Ala

Ala

Asp

Pro

Thr

val

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Asp

Ser

Ser

val

Phe

val

185

val

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

val

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

val

His

Cys

val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Pagina

Ile

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

val

220

Phe

Pro

val

Thr

val
23

Ser

Met

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Phe

val

Phe

270

Pro

Thr

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

val

Phe
Tyr
80

Cys

val

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cys

Trp

val



290

His Gln

305

Asp

Lys Gly Leu

Gln Pro Arg

Thr

Met

ser
370

Pro Asp

Asn
385

Tyr Lys

Leu Tyr Ser

val Phe Ser

Gln Ser

435

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

45

108
PRT
Homo
<400> 45

Ser Tyr Glu
1

Thr Ala Ser

His Trp Tyr
35
Gln

Asp Lys
50

Asn Ser Gly

Trp Leu

Ala
325

Pro

Glu
340

Pro
Asn Gln
ITe Ala
Thr

Thr

Leu
405

Lys

Cys Ser

420

Leu Ser

sapien

Leu Thr
5

Ile Thr
20
Gln Gln

Asn Arg

Asn Thr

Asn

310

Pro

Gln

val

val

Pro

390

Thr

val

Leu

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu

375

Pro

val

Met

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

PC33845A Sequence Listing

Lys Glu Tyr

Thr
330

Glu Lys

Thr
345

Tyr Leu

Leu Thr

360

Cys

Trp Glu Ser

Met Leu Asp

Ser
410

Asp Lys

Glu Ala

425

His

Pro
440

Gly Lys

val
10

Pro Ser

Gly Asp Asn

25

Gly GIn ser

40

Gly Pro

Leu Thr Ile

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

Pagina

300

Cys

Ser

Pro

val

Asp

Trp

His

val

Gly

val

Arg

60

Gly
24

Lys val
Thr

Lys

Ser

Pro
Gly Ser
GIn Gln

His
430

Asn

Ser Pro

Gln
30

Asp

Leu val

45

Phe Ser

Thr Gln

Ser

Phe

Glu

Phe

Gly
15

Tyr

Gly

Ala

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met



65

Asp Glu

Ala val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ser Tyr
1

Thr Ala

His Trp

Gln Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Ala val

Ala Ala

Ala Asn

130

Ala val
145

val Glu

Ser Ser

Ala

Phe

46
214
PRT
Homo

46

Glu

Ser

Tyr

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Asp Tyr
85

Gly Gly
100

sapien
Leu Thr

5
Ile Thr
20
Gln Gln
Ash Arg
Asn Thr
Asp Tyr

85
Gly Gly
Ser val
Ala Thr
val Ala
Thr Thr

165

Leu Ser

70

Tyr

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Leu

cys

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

val

135

Lys

Ser

Thr

PC33845A Sequence Listing

Ala Thr Tyr

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Leu
105

Ser
Asp

25

Gln

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

75

90

Thr val

val ser
10

Asn Ile

Ser Pro

Pro Glu

Ile ser

75

Tyr Thr

Thr val

Pro Ser

Ile ser

Ser Ser

155

ser Asn
170

Gln Trp
Pagina

Leu

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys
25

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Phe

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

80

Thr Gly Phe Gly Ser Leu
95

Gln

Tyr

Ser

Met

80

Leu

Lys

Gly

Gly

Ala

Ser



PC33845A Sequence Listing

180 185

190

Tyr Ser Cys Gln val Thr His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val

195 200

Ala Pro Thr Glu Cys Ser

210
<210> 47
<211> 348
<212> DNA
<213> Homo sapien
<400> 47
gaggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac
agctgcaaag gttccggata ttccttttct acttattgga
cctgggaagg gtctcgagtg gatgggcaag atctatccgg
tctccgagct ttcagggcca ggtgactatt agcgcggata
cttcaatgga gcagcctgaa agcgagcgat acggccatgt
ggtatttttg attattgggg ccaaggcacc ctggtcaccg
<210> 48
<211> 324
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 48
agctacgagc tgacccagcc ccccagcgtg tccgtgagec

acctgcagcg gcgacaacat cggcgaccag tacgcccact
cagagccccg tgctggtgat ctaccaggac aagaaccggc
ttcagcggca gcaacagcgg caacaccgcc accctgacca
gacgaggccg actactactg cgccacctac accggcttcg

ggagggacca agctgaccgt ccta

<210> 49

<211> 1326

<212> DNA

<213> Homo sapien

<400> 49
gaggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac

agctgcaaag gttccggata ttccttttct acttattgga
cctgggaagg gtctcgagtg gatgggcaag atctatccgg

tctccgagct ttcagggcca ggtgactatt agcgcggata

Pagina

205

cgggcgaaag
tttcttgggt
gtgatagcta
aaagcattag
attattgtgc

tctcctca

ctggccagac
ggtatcagca
ccagcggcat
tcagcggcac

gcagcctggc

cgggcgaaag
tttcttgggt
gtgatagcta
aaagcattag

26

cctgaggatt
gcgccagatg
taccaattat
caccgcgtat

gcgtggttat

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagcegg
ccaggccatg

cgtgttcggc

cctgaggatt
gcgccagatg
taccaattat

caccgcgtat

60
120
180
240
300
348

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240



cttcaatgga
ggtatttttg
ggcccatcgg
ctgggctgcc
gctctgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcg
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca

tccgtgatgce

ggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

agctacgagc tgacccagcc
acctgcagcg
cagagccccg
ttcagcggca
gacgaggccg
ggagggacca
ccaccctect
ttctacccgg

gtggagacca

50

642

DNA

Homo sapien

50

gcagcctgaa
attattgggg
tcttcccect
tggtcaagga
gcggcgtgea
tagtgaccgt
agcccagcaa
cgtgcccagce
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

gcgacaacat
tgctggtgat
gcaacagcgg
actactactg
agctgaccgt
ctgaggagct
gagccgtgac

ccacaccctc

PC33845A Sequence Listing

agcgagcgat acggccatgt
ccaaggcacc ctggtcaccg
ggcgccctge tccaggagca
ctacttcccc gaaccggtga
caccttcccg gctgtcctac
gccctccagce aacttcggca
caccaaggtg gacaagacag
accacctgtg gcaggaccgt
gatctcccgg acccctgagg
ggtccagttc aactggtacg
ggaggagcag ttcaacagca
ctggctgaac ggcaaggagt
cgagaaaacc atctccaaaa
cccatcccgg gaggagatga
ctaccccagc gacatcgccg
gaccacacct cccatgctgg
ggacaagagc aggtggcagc

gcacaaccac tacacacaga

ccccagegtg tccgtgagec
cggcgaccag tacgcccact
ctaccaggac aagaaccggc
caacaccgcc accctgacca
cgccacctac accggcttcg
cctaggtcag cccaaggctg
tcaagccaac aaggccacac
agtggcctgg aaggcagata

caaacaaagcCc aacaacaagt

Pagina

attattgtgc
tctcctcagce
cctccgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttcct
tcacgtgcgt
tggacggcgt
cgttccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctctc

ctggccagac
ggtatcagca
ccagcggceat
tcagcggcac
gcagcctggce
ccceccteggt
tggtgtgtct
gcagccccgt
acgcggceceag

27

gcgtggttat
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
atgttgtgtc
cttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttcttc
cttctcatgc

cctgtcteccg

cgccagcatc
gaagcccggce
ccccgagegg
ccaggccatg
cgtgttcggce
cactctgttc
cataagtgac

caaggcggga

cagctacctg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1326

60
120
180
240
300
360
420
480
540



PC33845A Sequence Listing
agcctgacgc ctgagcagtg gaagtcccac agaagctaca gctgccaggt cacgcatgaa

gggagcaccg tggagaagac agtggcccct acagaatgtt ca

<210> 51
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapien
<400> 51

Ser Tyr Glu Leu Thr GIn Pro Pro Ser val Ser val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp GIn Tyr Ala
20 25 30

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ser Pro val val val Ile Tyr
3

Gln Asp Lys Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Tyr Thr Gly Phe Gly Ser Leu
85 90 95

Ala val pPhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu

100 105
<210> 52
<211> 214
<212> PRT
<213> Homo sapien
<400> 52

Ser Tyr Glu Leu Thr GIn Pro Pro Ser val Ser val Ser Pro Gly GIn
1 5 10 15

Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp Gln Tyr Ala
20 25 30

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIln Ser Pro val val val Ile Tyr
35 40 45

Gln Asp Lys Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Pagina 28

600
642



Asn

65

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala

145

val

Ser

Tyr

Ala

Ser

Glu

val

Ala

Asn

130

val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

agctacgagc tgacccagcc
acctgcagcg gcgacaacat
cagagccccg tggtggtgat
ttcagcggca gcaacagcgg

gacgaggccg actactactg

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

53
324
DNA

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Tyr

85

Gly

val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

val

Cys

Homo sapien

53

Ala Thr

70

Tyr Cys

Gly Thr

Thr Leu

Leu val

135

Trp Lys

Pro Ser

Leu Thr

Thr His

Ser

ggagggacca agctgaccgt ccta

<210>
<211>
<212>
<213>

54
642
DNA

Homo sapien

PC33845A Sequence Listin?
Leu Thr ITe Ser Gly Thr Gln

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

ccccagcgtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc

cgccacctac

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

75

Tyr Thr
90

Thr val

Pro Ser

Ile ser

Ser Ser

155

ser Asn
170

Gln Trp

Sser Thr

tccgtgagcec

tacgcccact

aagaaccggc

accctgacca

accggcttcg

Pagina

Gly

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

val

Phe

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Glu
205

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

ctggccagac

ggtatcagca

ccagcggcat

tcagcggcac

gcagcctggc

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagegg
ccaggccatg

cgtgttcggc

Met
80

Leu

Lys

Gly

Gly

Ala

Ser

val

60
120
180
240
300
324



<400> 54
agctacgagc

acctgcagcg
cagagccccg
ttcagcggca
gacgaggccg
ggagggacca
ccaccctcct
ttctacccgg
gtggagacca
agcctgacgc

gggagcaccg

<210>
<211>
<212>
<213>

55
11
PRT
Homo

<400> 55

Ser Thr Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

56
108
PRT
Homo

56
Asp Ile Glu
1

Thr Ala Arg

His Trp Tyr

35

Gln Asp Lys
50

Asn
65

Ser Gly

tgacccagcc
gcgacaacat
tggtggtgat
gcaacagcgg
actactactg
agctgaccgt
ctgaggagct
gagccgtgac
ccacaccctc
ctgagcagtg

tggagaagac

sapien

Thr Phe
5

sapien

Leu Thr
5

Ile Ser

20

Gln Gln

Asn Arg

Asn Thr

val

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

PC33845A Sequence Listing

ccccagcgtg tccgtgagcc ctggccagac

cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc
cgccacctac
cctaggtcag
tcaagccaac
agtggcctgg
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggcccct

Gly Phe

Pro Pro

Ser Gly

Pro Gly

40

ser
55

Gly

Thr Leu

tacgcccact
aagaaccggc
accctgacca
accggcttcg
cccaaggctg
aaggccacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

Thr val

10

Thr

val
10

Ser Ser

Asp Asn Ile

25

Gln Ala Pro

Pro Glu

Thr Ile Ser

75

Pagina

ggtatcagca
ccagcggcat
tcagcggcac
gcagcctggc
ccceccteggt
tggtgtgtct
gcagccccgt
acgcggccag
gctgccaggt

ca

val Ala Pro

Gln
30

Gly Asp

val val

45

val

Arg Phe Ser

60

Gly Thr Gln

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagcegg
ccaggccatg
cgtgttcggc
cactctgttc
cataagtgac
caaggcggga
cagctacctg

cacgcatgaa

Gly GIn

15

Tyr Ala

Ile Tyr
Ser

Gly

Glu
80

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



Asp Glu
Thr val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Ile
1

Thr Ala
His Trp

Gln Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu
Thr val
Ala Ala
Ala Asn

130

Ala val
145

val Glu

Ser Ser

Ala

Phe

57
214
PRT
Homo

57

Glu

Arg

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Asp Tyr
85

Gly Gly
100

sapien

Leu Thr
5

Ile Ser
20
Gln Gln
Asn Arg
Asn Thr
Asp Tyr
85
Gly Gly
Ser val
Ala Thr
val Ala
Thr Thr
165

Leu Ser
180

Tyr

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Leu

Cys

Thr

Pro

Ser

Pro

ser

55

Thr

cys

Thr

Leu

val

135

Lys

Ser

Thr

PC33845A Sequence Listin
Ser Thr Tyr Thr Phe val G
90

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Leu
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu
185

Thr

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Ile

Ser

ser

170

Gln

val Leu

Ser val

Ile Gly

Pro val

Glu Arg
60

Ser Gly
75

Thr Phe

val Leu

Ser Ser

Ser Asp

140

Ser Pro
155

Asn Asn

Trp Lys

Pagina 31

Ala

Asp

val

45

Phe

Thr

val

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His
190

Gly
15

Tyr

Gly

Ala

Phe

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

?y Phe Thr
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser



PC33845A Sequence Listing
Tyr Ser Cys Gln val Thr His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val
19 200

Ala Pro Thr Glu Cys Ser

210

<210> 58

<211> 324
<212> DNA
<213>

<400> 58
gatatcgaac

tcgtgtagcg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcggcacga
<210> 59

<211> 642
<212> DNA
<213>

<400> 59
gatatcgaac

tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcggcacga
ccaccctect
ttctacccgg
gtggagacca
agcctgacgc

gggagcaccg

<210> 60

<211> 108
<212> PRT
<213>

<400> 60

Homo sapien

tgacccagcc
gcgataatat
ttgttgtgat
ccaacagcgg
attattattg

agttaaccgt

Homo sapien

tgacccagcc
gcgataatat
ttgttgtgat
ccaacagcgg
attattattg
agttaaccgt
ctgaggagct
gagccgtgac
ccacaccctc
ctgagcagtg
tggagaagac

Homo sapien

gccttcagtg
tggtgatcag
ttatcaggat
caacaccgcg
ctctacttat

ccta

gccttcagtg
tggtgatcag
ttatcaggat
caacaccgcg
ctctacttat
cctaggtcag
tcaagccaac
agtggcctgg
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggcccct

agcgttgcac
tatgctcatt
aagaatcgtc
accctgacca

acttttgttg

agcgttgcac
tatgctcatt
aagaatcgtc
accctgacca
acttttgttg
cccaaggctg
aaggccacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

Pagina

205

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac

gttttactac

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggeat
ttagcggcac
gttttactac
ccceccteggt
tggtgtgtct
gcagccccgt
acgcggceceag
gctgccaggt

ca

cgcgcgtatc
gaaacccggg
cccggaacgc
tcaggcggaa
tgtgtttggc

cgcgcgtatc
gaaacccggg
cccggaacgc
tcaggcggaa
tgtgtttggc
cactctgttc
cataagtgac
caaggcggga
cagctacctg

cacgcatgaa

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



ser Tyr

Thr Ala

His Trp

Gln Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Thr val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ser Tyr
1

Thr Ala

His Trp

Gln Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Thr val

Glu

Ser

Tyr

Lys

Gly

Ala

Phe

61
214
PRT
Homo

61

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

sapien

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Thr

5

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Ser

Pro

sSer

55

Thr

cys

Thr

PC33845A Sequence Listing
Pro Ser val Ser val Ser Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Asn Ile

Ser Pro

Pro Glu

Ile ser

75

Tyr Thr

Thr val

val Ser
10

Asn Ile

ser Pro

Pro Glu

ITe Ser

75

Tyr Thr
90

Thr val

Pagina

Gly

val

Arg

60

Gly

Phe

Leu

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Phe

Leu

Asp

Leu

45

Phe

Thr

val

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

val

Gly

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Gln
110

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Pro

Gln

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Gln

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Lys



Ala Ala Pro

115

Ala Asn

130

Lys

Ala val Thr

145

val Glu Thr

ser Ser Tyr

Tyr Ser

Ala Pro

210

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 62
agctacgagc

62
324
DNA

acctgcagcg
cagagccccg
ttcagcggca
gacgaggccg
ggagggacca

<210>
<211>
<212>
<213>

63
642
DNA
Homo

<400> 63
agctacgagc

acctgcagcg
cagagccccg
ttcagcggca

gacgaggccg

Ser val

Ala Thr
Ala

val

Thr
165

Thr

Leu Ser

180

Gln val

Glu Cys

sapien

tgacccagcc
gcgacaacat
tgctggtgat
gcaacagcgg
actactactg

agctgaccgt

sapien

tgacccagcc
gcgacaacat
tgctggtgat
gcaacagcgg

actactactg

Thr

Leu

Leu

Thr

PC33845A Sequence Listin

Leu
120

val
135

Cys
Lys Ala
Ser Lys
Thr

Pro

Glu
200

His

Ser

ccccagcgtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc
ctctacttat

ccta

ccccagcegtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc

Ctctacttat

Leu ITe Ser

ser
155

Asp Ser

Gln Ser Asn

170

Glu Gln

185

Trp

Gly ser Thr

tccgtgagcec
tacgcccact
aagaaccggc
accctgacca

acttttgttg

tccgtgagec
tacgcccact
aagaaccggc
accctgacca

acttttgttg

Pagina

Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu

125

Asp Phe

140

Tyr

Pro val Lys

Asn Lys Tyr

His
190

Lys Ser

Glu
205

val Lys

ctggccagac
ggtatcagca
ccagcggcat
tcagcggcac

gttttactac

ctggccagac
ggtatcagca
ccagcggceat
tcagcggcac

gttttactac

34

Leu Gln

Pro Gly

Ala Gly

Ala Ala

175

Arg Ser

Thr val

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagcgg
ccaggccatg

tgtgttcggc

cgccagcatc
gaagcccggce
ccccgagegg
ccaggccatg

tgtgttcggc

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300



ggaggga
ccaccct
ttctacc
gtggaga
agcctga

gggagca

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

ser Tyr
1

Thr Ala
His Trp

Gln Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu
Thr val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ser Tyr
1

Thr Ala

cca
cct
cgg
cca
cgc
ccg
64
108
PRT
Homo

64

Glu

Ser

Lys

Gly

Ala

Phe

65
214
PRT
Homo
65

Glu

Ser

agctgaccgt
ctgaggagct
gagccgtgac
ccacaccctc
ctgagcagtg

tggagaagac

sapien
Leu Thr
5
Ile Thr
20
Gln Gln
Ash Arg
Asn Thr
Asp Tyr
85

Gly Gly

sapien
Leu Thr
5

Ile Thr
20

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Gln

cys

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Ser

PC33845A Sequence Listing

agtggcctgg
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggcccct

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Pro

Gly

aaggcagata

aacaacaagt

agaagctaca

acagaatgtt

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Ser

Asp
25

val

10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

Thr

val
10

Asn

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

val

sSer

Ile

Pagina

cctaggtcag cccaaggctg ccccctcggt

tcaagccaac aaggccacac tggtgtgtct

gcagccccgt

acgcggccag

gctgccaggt

ca

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Phe

Leu

Ser

Asp

val

45

Phe

Thr

val

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

cactctgttc
cataagtgac
caaggcggga
cagctacctg

cacgcatgaa

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Thr

val ser Pro Gly GIn
15

Gly Asp GIn Tyr Ala
30

35

360
420
480
540
600
642



His

Gln

Asn

65

Asp

Thr

Ala

Ala

Ala

145

val

Ser

Tyr

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Ala

Asn

130

val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

agctacgagc tgacccagcc
acctgcagcg gcgacaacat
cagagccccg tggtggtgat
ttcagcggca gcaacagcgg

gacgaggccg actactactg

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

66
324
DNA
Homo

66

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

val

Cys

sapien

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

val

135

Lys

Ser

Thr

His

PC33845A Sequence Listing
Gly GIn ser Pro val val val

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

ccccagcgtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc

ctctacttat

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Glu

Ser

75

Thr

val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

tccgtgagcec

tacgcccact

aagaaccggc

accctgacca

acttttgttg
Pagina

Arg

60

Gly

Phe

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

val

45

Phe

Thr

val

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Glu
205

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

ctggccagac

ggtatcagca

ccagcggcat

tcagcggcac

gttttactac

36

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagcegg
ccaggccatg

tgtgttcggc

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Lys

Gly

Gly

Ala

Ser

val

60
120
180
240
300



ggagggacca

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 67
agctacgagc

67
642
DNA

acctgcagcg
cagagccccg
ttcagcggca
gacgaggccg
ggagggacca
ccaccctect
ttctacccgg
gtggagacca
agcctgacgc

gggagcaccg

<210>
<211>
<212>
<213>

68
255
PRT
Homo
<400> 68

Met Gly Asn
1

Asn Phe Glu

Thr
35

Ala Gly

Pro Asn

50

Pro

Cys Gln

65

Arg

Thr Ser Asn

agctgaccgt

sapien

tgacccagcc
gcgacaacat
tggtggtgat
gcaacagcgg
actactactg
agctgaccgt
ctgaggagct
gagccgtgac
ccacaccctc
ctgagcagtg

tggagaagac

sapien

Ser Cys

5

Arg Thr

20

Phe Cys

Ser Phe
Cys Lys

Glu
85

Ala

Tyr

Arg

Asp

Ser

Gly

70

Cys

PC33845A Sequence Listing

ccta

ccccagcgtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcc
ctctacttat
cctaggtcag
tcaagccaac
agtggcctgg
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggcccct

Asn Ile

Leu

Ser

Asn
40

Asn

Ser Ala

55

val Phe

Asp Cys

tccgtgagcec
tacgcccact
aagaaccggc
accctgacca
acttttgttg
cccaaggctg
aaggccacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

Ala Thr

10

val

Gln
25

Asp Pro

Arg Asn GIn

Gly Gly Gln

Arg Thr Arg

75

Thr Pro

90

Gly

Pagina

ctggccagac
ggtatcagca
ccagcggcat
tcagcggcac
gttttactac
ccceccteggt
tggtgtgtct
gcagccccgt
acgcggccag
gctgccaggt

ca

Leu Leu Leu

Asn
30

Cys Ser

Cys Ser

Arg Thr

60

Cys

Lys Glu Cys

Phe His Cys

cgccagcatc
gaagcccggc
ccccgagcgg
ccaggccatg
tgtgttcggc
cactctgttc
cataagtgac
caaggcggga
cagctacctg

cacgcatgaa

val
15

Leu
Cys Pro
Pro Cys

Asp

ser
80

Ser

Leu
95

Gly

324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



Ala

Thr

Lys

Ser

145

Ser

Pro

Ala

Arg

cys

Gly

Lys

Arg

val

Pro

Ala

Leu

Phe

210

Gln

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

Ala

Arg

Thr
195

Ser

Pro

cys

69
330
PRT
Homo

69

Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

Gly val His

50

Ser

100

Gly

Ile

val

Asp

Glu

180

Ser

val

Phe

Arg

Met

Cys

Cys

Asn

Leu

165

Pro

Thr

val

Met

Phe
245

sapien

Lys
Gly
20

Pro

Thr

Gly
5

Gly
val

Phe

Cys

Lys

Arg

Gly

Ala

Lys

Arg

Pro

Pro

Thr

Thr

Pro

Glu

Asp

Pro

135

Thr

Pro

His

Leu

Glu

Ser

Ala

val

Ala
55

PC33845A Sequence Listing

Gln

Cys

120

Trp

Lys

Gly

Ser

Leu

200

Gly

val

Glu

val

Ala

Ser

40

val

Asp Cys Lys GIn Gly Gln
105 1

Cys

Thr

Glu

Ala

Pro

185

Phe

Arg

Gln

Glu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Phe

Asn

Arg

sSer

170

Gln

Leu

Lys

Thr

Glu
250

Pro
10
Gly

Asn

Gln

Gly

Cys

Ile

Leu

Lys

Thr

235

Gly

Leu

Cys

Ser

Ser

Pagina

Thr

Ser

140

val

val

Ile

Phe

Leu

220

Gln

Gly

Ala

Leu

Gly

ser
60

Phe

125

Leu

val

Thr

Ser

Phe

205

Leu

Glu

Cys

Pro

val

Ala

45

Gly

110

Asn

Asp

Cys

Pro

Phe

190

Leu

Tyr

Glu

Glu

Ser

Leu

Glu

Asp

Gly

Gly

Pro

175

Phe

Thr

Asp

Leu
255

ser
15
Asp

Thr

Tyr

Leu

Gln

Lys

Pro

160

Leu

Leu

Phe

Gly

Lys

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val
305

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Ser

Cys

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Arg

Lys

Asp

Ser

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

cys

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val
310

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

PC33845A Sequence Listing

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
75

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Ser Asn
90

Thr His

Ser val

Arg Thr

Pro Glu
155

Ala Lys
170

val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro

235

Cys Leu
250

ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu
315

Pagina

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Thr

80

Lys

cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



PC33845A Sequence Listing

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210> 70

<211> 990
<212> DNA
<213> Homo

<400> 70
gcctccacca

ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggga

cagaagagcc

<210>
<211>
<212>
<213>

71
326
PRT
Homo

<400> 71
Ala Ser Thr
1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

325

sapien

agggcccatc
ccctgggctg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctcttecc
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc

tctcecctgtc

sapien

ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtagtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgc
tgggcagccg
cttcctctat
atgctccgtg

tccgggtaaa

330

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagecc
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu
5

20

10

Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
25

Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser

Pagina

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccatc
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

Ala Pro

Leu val

Gly Ala
40

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctcccgtg
gagcaggtgg

ccactacacg

Cys Ser Arg
15

Lys Asp Tyr

30

Leu Thr ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990



Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

145

val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Thr

val

50

Ser

Thr

val

val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

val

val

Pro

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

val

Phe

val

Ser

Glu

Pro
275

Thr

val

Asn

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

Phe

val

val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

230

cys

Ser

Asp

Ala

55

val

His

Cys

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

40

val Leu Gln Ser

Pro

Lys

val

Phe

120

Pro

val

Thr

val

Cys

200

Ser

Pro

val

Gly

Asp
280

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Ser Asn
75

Ser Asn
90

Cys Pro
Phe Pro
val Thr
Phe Asn

155

Pro Arg

170

Thr val

val Ser

Thr Lys

Arg Glu

235

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Pagina

ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Gly

Gly

Lys

cys

Lys

val

Tyr

Glu

Met

Pro

Asn

Leu
285

PC33845A Sequence Listing
45

Leu

Thr

val

Pro

110

Pro

val

val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys



290

PC33845A Sequence Listing
Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn val Phe Ser Cys

295

300

Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

305

310 315

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

72

978

DNA

Homo sapien

72

gcctccacca agggcccatc ggtcttcccc ctggecgccct

agcacagcgg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc

tggaactcag gcgctctgac cagcggcgtg cacaccttcc

ggactctact ccctcagcag cgtagtgacc gtgccctcca

tacacctgca acgtagatca caagcccagc aacaccaagg

aaatgttgtg tcgagtgccc accgtgccca gcaccacctg

ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc atgatctccc

gtggtggtgg acgtgagcca cgaagacccc gaggtccagt

gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagcca cgggaggagc

gtggtcagcg tcctcaccgt cgtgcaccag gactggctga

aaggtctcca acaaaggcct cccagccccc atcgagaaaa

cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg cccccatccc

caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc ttctacccca

gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacac

ggctccttct tcctctacag caagctcacc gtggacaaga

gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct ctgcacaacc

tccctgtctc cgggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

73

106

PRT

Homo sapien

73

gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcaacttcgg
tggacaagac
tggcaggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgc
ctcccatgcet
gcaggtggca

actacacaca

320

cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagcgc
gtcagtcttc
ggtcacgtgc
cgtggacggc
cacgttccgt
gtacaagtgc
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

Gly GIn Pro Lys Ala Ala Pro Ser val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser

1

5 10

Pagina

42

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
978



Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys
20

Phe Tyr Pro Gly Ala val Thr val

35 40
val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr

50 55
Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu
65 70
Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln
85
Glu Lys Thr val Ala Pro Thr Glu
100

<210> 74
<211> 318
<212> DNA
<213> Homo sapien
<400> 74
ggtcagccca aggctgcccc ctcggtcact
gccaacaagg ccacactggt gtgtctcata
gcctggaagg cagatagcag ccccgtcaag
Ccaaagcaaca acaagtacgc ggccagcagc
tcccacagaa gctacagctg ccaggtcacg
gcccctacag aatgttca

PC33845A Sequence Listing

Ala Thr Leu val Cys Leu Ile
30

Ala Trp Lys Ala Asp Ser
45
Thr Pro Ser Lys GIn Ser
60
Ser Leu Thr Pro Glu Gln
75
val Thr His Glu Gly Ser
90
Cys Ser
105
ctgttcccac
agtgacttct
gcgggagtgg
tacctgagcc
catgaaggga

Pagina 43

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Asp

Pro

Asn

cctcctctga ggagcttcaa
acccgggagc cgtgacagtg
agaccaccac accctccaaa
tgacgcctga gcagtggaag
gcaccgtgga gaagacagtg

60
120
180
240
300
318
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