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ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
INDUCIDO POR GLUCOCORTICOIDES (GITR) Y SUS USOS

REFERENCIA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad de las solicitudes provisionales
estadounidenses N.° 62/008.945 y 62/082.980, titulada "Anticuerpos contra el receptor
del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GITR) y sus usos",
presentada el 6 de junio de 2014 y 21 de noviembre de 2014, respectivamente, cuyos
contenidos se incorporan en la presente por referencia.

ANTECEDENTES

La proteina relacionada con TNFR inducido por glucocorticoides (GITR), una
molécula coestimuladora también conocida como TNFRSF18, AITR, CD357 y GITR-D,
es un miembro de la familia del receptor de TNF identificado originalmente en lineas
de linfocitos T murinos tratados con dexametasona (Nocentini et al., PNAS
1997;94:6216-21). Otros miembros relacionados de la familia del receptor de TNF
incluyen CD40, CD27, 4-1BB y OX40. A pesar de que la expresién de GITR es baja en
linfocitos CD4+ y CD8+ sin tratamiento previo, se expresa constitutivamente en
linfocitos T reguladores (Tone et al., PNAS 2003;100:15059-64). Sin embargo, una vez
que la expresiéon se induce en los linfocitos T efectores, el acoplamiento de GITR
promueve su activacién, proliferacién y produccion de citocina (Watts, Annual Reviews
in Immunology 2005;23:23-68). Con respecto a los linfocitos T reguladores
CD4+CD25+ (Tregs), Shimizu informé que el acoplamiento de GITR suprime su
funcion (Shimizu et al., Nature Immunology 2002;3:135-42), usando un ensayo de
supresion de cultivos mixtos. Sin embargo, el posterior trabajo de Stephans et al (J/
2004 15;173(8):5008-20) determiné que el acoplamiento de GITR a los linfocitos T
efectores (Te¢) los vuelve menos sensibles a la supresion de Treg, lo que representa la
supresion reducida observada en cocultivos de linfocitos Treg-T. La estimulacion de
GITR mediado por el anticuerpo DTA-1 (GITR anti-ratén de rata) promueve inmunidad
antitumoral en diversos modelos de tumores.

GITR-L, el ligando para GITR, se expresa en niveles bajos en células que
presentan antigenos (por ejemplo, linfocitos B, células dendriticas), pero se regula en
forma ascendente de manera transitoria en estas células después de la activacién, por
ejemplo, mediante infeccion viral (Suvas et al., J Virol. 2005;79:11935-42).

Debido a la necesidad constante de estrategias mejoradas para combatir
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enfermedades, tales como cancer, los beneficios de las respuestas inmunitarias
mejoradas, en particular, respuestas de linfocitos T, los agentes novedosos y los
métodos que modulan la actividad de GITR son altamente convenientes.

SINTESIS

Se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, tales como anticuerpos
monoclonales, en particular, anticuerpos monoclonales humanos, que se fijan
especificamente a GITR y tienen propiedades funcionales convenientes. Estas
propiedades incluyen alta afinidad de fijaciéon a GITR humano, fijacion a GITR de mono
(por ejemplo, GITR de Macaca fascicularis), y la capacidad de estimular respuestas de
linfocitos T especificos del antigeno. Los anticuerpos descritos en la presente se
pueden usar para estimular respuestas de linfocitos T especificos del antigeno, por
ejemplo, en un sujeto con tumores o virus (infectado por virus), y para detectar la
proteina GITR en una muestra.

En un aspecto, se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, o las
porciones de fijacién al antigeno de estos, que se fijan a GITR y exhiben al menos una
de las siguientes propiedades:

(a) se fijan a GITR humano soluble;

(b) se fijan a GITR humano unido a la membrana;

(c) se fijan a GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana;

(d) inducen o mejoran la activacion de linfocitos T, por ejemplo, activacion de
linfocitos T especificos del antigeno;

(e) inhiben la fijacion del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR,;

(f) inhiben parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a GITR en
linfocitos T activados;

(9) se fijan al epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ ID NO:
4);

(h) se fijan a GITR humano no glucosilado y glucosilado ligado a N y ligado a
O;

(i) tienen actividad agonista en ausencia de la fijacion a un receptor Fc, pero en
donde la fijacién a un receptor Fc también mejora la actividad agonista; y

(j) compiten en cualquier direccién o en ambas direcciones, para fijarse a GITR
humano, con uno o mas de los anticuerpos 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1,
9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y 6G10.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de

fijacion al antigeno de estos, descritos en la presente, estimulan una respuesta
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inmunitaria antitumoral, por ejemplo, una respuesta de linfocitos T especificos del
antigeno. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones
de fijacion al antigeno de estos, aumentan la produccion de citocina (por ejemplo, IL-2
y/o IFN-y) en linfocitos T que expresan GITR y/o aumentan la proliferacion de linfocitos
T.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de
fijacion al antigeno de estos, no se fijan a los receptores Fc. En algunas formas de
realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de fijacién al antigeno de estos,
se fijan a uno o mas FcyR, por ejemplo, FcyR activadores o inhibidores.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de
fijacion al antigeno de estos, se fijan a GITR humano soluble con una Kp de 10 nM o
menos como se mide por Biacore, se fijan a GITR humano unido a la membrana con
una Kp de 1 nM o0 menos como se mide por Scatchard, se fijan a GITR humano unido
a la membrana con un ECsy de 1 nM o menos como se mide por FACS, se fijan a
GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana con un ECsy de 10 nM o menos
como se mide por FACS, inducen o mejoran la activacién de linfocitos T, por ejemplo,
linfocitos T, sin requerir reticulacion multivalente, inhiben la fijacion del ligando GITR
a GITR con un EC5, de 1 ug/ml o menos como se mide por FACS y/o se fijan a las
regiones PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO:
218) de GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4).

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijaciéon al antigeno de estos, que se fijan especificamente a GITR vy
comprenden las tres CDR de la cadena pesada variable y las tres CDR de la cadena
liviana variable que se encuentran en los pares de la cadena pesada variable y la
cadena liviana variable seleccionados de:

(a) SEQ ID NO: 13y 14;

(b) SEQ ID NO: 26 y 27,

(c) SEQ ID NO: 39y 40;

(d) SEQ ID NO: 52y 53;

(e) SEQ ID NO: 52y 54;

(f)SEQID NO: 71y 72;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98;

(i) SEQ ID NO: 97 y 99;

(j) SEQ ID NO: 115y 116;



(k) SEQ ID NO: 128 y 129;

(' SEQ ID NO: 128 y 130; y

(m) SEQ ID NO: 335y 336.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, que se fijan a GITR y comprenden:

(a) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 20, 21 y 22, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente;

(b) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente; o

(c) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 46, 47 y 48, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente;

(d) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente;

(e) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 68, 69 y 70, respectivamente;

(f) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 81, 82 y 83, respectivamente;

(g) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 94, 95 y 96, respectivamente;

(h) secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 109, 110 y 111, respectivamente;

(i) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente;

(j) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 122, 123 y 124, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 125, 126 y 127, respectivamente;
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(k) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 141, 142 y 143, respectivamente;

(I) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 144, 145y 146, respectivamente; o

(m) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 342, 343 y 344, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 345, 346 y 347, respectivamente.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, que se fijan a GITR y comprenden regiones
variables de la cadena liviana y pesada, en donde la regién variable de la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, que se fijan a GITR y comprenden regiones
variables de la cadena liviana y pesada, en donde la regién variable de la cadena
liviana comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, 27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y
336.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijaciéon al antigeno de estos, que se fijan a GITR y comprenden
secuencias de las regiones variables de la cadena liviana o pesada al menos 85 %
idénticas, por ejemplo, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticas, a las
secuencias de aminodacidos seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 39y 40, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 52 y 53, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 52 y 54, respectivamente;

(f) SEQ ID NO: 71y 72, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98, respectivamente;
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(i) SEQ ID NO: 97 y 99, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 115y 116, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 128 y 129, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 128 y 130, respectivamente; y

(m) SEQ ID NO: 335 y 336, respectivamente.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, que se fijan a GITR y comprenden
secuencias de la cadena liviana o pesada al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % 99 % o 100 % idénticas a las secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 17 y 19, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 18 y 19, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 28 y 29, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 30 y 32, respectivamente;

(f) SEQ ID NO: 31y 32, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 41 y 42, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 43 y 45, respectivamente;

(i) SEQ ID NO: 44 y 45, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 55 y 56, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 55 y 57, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 58 y 60, respectivamente;

(m) SEQ ID NO: 59y 60, respectivamente;

(n) SEQ ID NO: 58 y 61, respectivamente;

(o) SEQ ID NO: 59 y 61, respectivamente;

(p) SEQ ID NO: 73 y 74, respectivamente;

(q) SEQ ID NO: 75y 77, respectivamente;

(r) SEQ ID NO: 76 y 77, respectivamente;

(s) SEQ ID NO: 86 y 87, respectivamente;

(t) SEQ ID NO: 88 y 90, respectivamente;

(u) SEQ ID NO: 89y 90, respectivamente;

(v) SEQ ID NO: 102 y 104, respectivamente;

(w) SEQ ID NO: 103 y 104, respectivamente;

(x) SEQ ID NO: 100 y 101, respectivamente;

(y) SEQ ID NO: 100y 371, respectivamente;
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(z) SEQ ID NO: 102 y 105, respectivamente;

(za) SEQ ID NO: 103 y 105, respectivamente;

(zb) SEQ ID NO: 117 y 118, respectivamente;

(zc) SEQ ID NO: 119y 121, respectivamente;

(zd) SEQ ID NO: 120y 121, respectivamente;

(ze) SEQ ID NO: 131y 132, respectivamente;

(zf) SEQ ID NO: 134 y 136, respectivamente;

(zg) SEQ ID NO: 135y 136, respectivamente;

(zh) SEQ ID NO: 131 y 133, respectivamente;

(zi) SEQ ID NO: 134 y 137, respectivamente;

(zj) SEQ ID NO: 135y 137, respectivamente;

(zk) SEQ ID NO: 337 y 338, respectivamente;

(zl) SEQ ID NO: 339 y 341, respectivamente; y

(zm) SEQ ID NO: 340 y 341, respectivamente.

En algunas formas de realizacién, los anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, (a) se fijan al mismo epitopo en GITR como
28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y/o
6G10, y (b) inhiben la fijacion de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 9G7-1, 9G7-
2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y/o 6G10 a GITR en linfocitos T activados en al menos 50 %,
60 %, 70 %, 80 % o 90 % como se mide, por ejemplo, por FACS.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de
fijacibn al antigeno de estos, se fijan dentro de las regiones
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218) de
GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4). En algunas formas de realizacién, los
anticuerpos anti-GITR, o las porciones de fijacion al antigeno de estos, descritas en la
presente, se fijan a ambos GITR humano y de Macaca fascicularis.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de
fijacion al antigeno de estos, son los anticuerpos 19G1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4, o variantes
de estos. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones
de fijacion al antigeno de estos, comprenden un Fc de IgG1 no efectora, por ejemplo,
un Fc de IgG1 no efectora con las siguientes mutaciones: L234A, L235E, G237A,
A330S y P331S. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, comprenden un Fc con fijaciéon, o con
fijacion mejorada, a FcyR activador, por ejemplo, con respecto a un Fc de IgG1 de tipo

silvestre. En algunas formas de realizacion, los residuos de metionina en las regiones
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CDR de los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de fijacidon al antigeno de estos, se
sustituyen por residuos de aminoacidos que no se someten a oxidacién. En algunas
formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, o las porciones de fijacion al
antigeno de estos, son anticuerpos humanos o humanizados.

Se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales aislados, o las
porciones de fijaciéon al antigeno de estos, que se fijan a GITR que comprenden una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de 1gG2
y al menos uno de CH1, CH2 y CH3 que no es un isotipo IgG2, en donde el anticuerpo
anti-GITR tiene actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo anti-
GITR pero con una bisagra de no IgG2.

En algunas formas de realizacion, la regién constante de la cadena pesada
modificada comprende una regién constante de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 223-
226 y 283-290, o una region constante de la cadena pesada que difiere de aquella en,
como maximo, 5 aminoacidos o es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica
a una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 223-226 y 283-290.

En algunas formas de realizacion, la cadena pesada comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28,
30, 31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131,
134, 135, 227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362, o una cadena pesada que
difiere de aquella en, como maximo, 10 aminoacidos o es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28,
30, 31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131,
134, 135, 227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362.

En algunas formas de realizacién, la cadena liviana comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, 19, 29, 32,
42, 45, 56, 57, 60, 61, 74, 87, 90, 101, 104, 105, 118, 121, 132, 133, 136, 137, 338,
341 y 371, o una cadena liviana que difiere de aquella en, como maximo, 10
aminoacidos o es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, 19, 29, 32, 42, 45, 56, 57, 60, 61, 74, 87, 90, 101,
104, 105, 118, 121, 132, 133, 136, 137, 338, 341y 371.

Se proporcionan en la presente moléculas biespecificas que comprenden un
anticuerpo anti-GITR ligado a una molécula que tiene una segunda especificidad de
fijacion.

Se proporcionan en la presente acidos nucleicos que codifican las regiones
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variables de la cadena liviana y/o pesada de los anticuerpos anti-GITR, o las porciones
de fijacion al antigeno de estos, en donde los vectores de expresiéon comprenden las
moléculas de acidos nucleicos, y las células se trasforman con los vectores de
expresion.

Se proporcionan en la presente inmunoconjugados que comprenden los
anticuerpos anti-GITR descritos en la presente ligados a un agente.

Se proporcionan en la presente composiciones que comprenden anticuerpos
anti-GITR, o las porciones de fijacion al antigeno de estos, y un portador. También se
proporcionan en la presente kits que comprenden los anticuerpos anti-GITR, o las
porciones de fijacion al antigeno de estos, y las instrucciones para su uso.

Se proporciona en la presente un método para preparar los anticuerpos anti-
GITR, que comprende expresar un anticuerpo anti-GITR en una célula y aislar el
anticuerpo de la célula.

Se proporciona en la presente un método para estimular una respuesta de
linfocitos T especificos del antigeno que comprende poner en contacto el linfocito T
con un anticuerpo anti-GITR, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de modo
que se estimule una respuesta de linfocitos T especificos del antigeno.

Se proporciona en la presente un método para activar o coestimular un linfocito
T, por ejemplo, un linfocito T efector, que comprende poner en contacto una célula, por
ejemplo, un linfocito T efector, con un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de fijacion al
antigeno de este, y CD3, en donde el linfocito T efector se activa o se coestimula.

Se proporciona en la presente un método para aumentar la produccién de IL-2
y/o IFN-y en un linfocito T y/o la proliferacion de un linfocito T que comprende poner en
contacto el linfocito T con una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-GITR, o una
porcion de fijacion al antigeno de este.

Se proporciona en la presente un método para aumentar la produccion de IL-2
y/o IFN-y en linfocitos T en un sujeto, que comprende administrar una cantidad eficaz
de un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de fijacion al antigeno de este, una
molécula biespecifica o un conjugado que comprende el anticuerpo anti-GITR, o una
composicion que comprende el anticuerpo anti-GITR, para aumentar la produccion de
IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T.

Se proporciona en la presente un método para reducir o disminuir la cantidad
de linfocitos T reguladores en un tumor de un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de fijacion al

antigeno de este, una molécula biespecifica 0 un conjugado, en donde el anticuerpo, o
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una porcion de fijaciéon al antigeno de este, tiene una funcion efectora o efectora
mejorada, para reducir la cantidad de linfocitos T reguladores en el tumor.

Se proporciona en la presente un método para estimular una respuesta
inmunitaria en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-GITR, o una porcién de fijacion al antigeno de este, una molécula
biespecifica o un conjugado al sujeto, de modo que se estimule una respuesta
inmunitaria en el sujeto. En algunas formas de realizacién, el sujeto tiene un tumor, y
se estimula una respuesta inmunitaria contra el tumor.

Se proporciona en la presente un método para inhibir el crecimiento de células
tumorales en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un anticuerpo anti-GITR,
0 una porcion de fijacion al antigeno de este, una molécula biespecifica o un
conjugado, de modo que el crecimiento del tumor se inhibe en el sujeto.

Se proporciona en la presente un método para tratar el cancer, por ejemplo,
mediante inmunoterapia, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-GITR, o una porcion de fijacion
al antigeno de este, una molécula biespecifica o un conjugado que comprende el
anticuerpo anti-GITR, o una composicidn que comprende el anticuerpo anti-GITR, para
tratar el cancer. En algunas formas de realizacion, el cancer es cancer de vejiga,
cancer de mama, cancer utero/cuello uterino, cancer de ovario, cancer de proéstata,
cancer testicular, cancer de esofago, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas,
cancer colorrectal, cancer de colon, cancer de rindn, cancer de cabeza y cuello, cancer
de pulmodn, cancer de estdbmago, cancer de células germinales, cancer 6seo, cancer
de higado, cancer de tiroides, cancer de piel, neoplasma del sistema nervioso central,
linfoma, leucemia, mieloma, sarcoma y cancer relacionado con virus. En algunas
formas de realizacion, el cancer es un cancer metastasico, cancer refractario o cancer
recurrente.

En algunas formas de realizacion, los métodos descritos en la presente
también comprenden administrar uno o mas tratamientos adicionales con un
anticuerpo anti-GITR, por ejemplo, un anticuerpo anti-PD1, un anticuerpo LAG-3, un
anticuerpo CTLA-4 y/o un anticuerpo PD-L1.

Se proporciona en la presente un método para detectar la presencia de GITR
en una muestra que comprende poner en contacto la muestra con un anticuerpo anti-
GITR, o una porcion de fijacion al antigeno de este, en condiciones que permiten la
formacion de un complejo entre el anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de

este, y GITR, y detectar la formacion de un complejo.
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Se proporcionan en la presente usos de los anticuerpos anti-GITR descritos en
la presente para tratar cancer, estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto,
estimular una respuesta de linfocitos T especificos del antigeno, activar o coestimular
un linfocito T, aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en un linfocito T y/o la
proliferacién de un linfocito T, reducir o disminuir la cantidad de linfocitos T reguladores
en un tumor y/o inhibir el crecimiento de células tumorales. También se proporcionan
en la presente usos de los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente para
preparar un medicamento para estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto,
estimular una respuesta de linfocitos T especificos del antigeno, activar o coestimular
un linfocito T, aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en un linfocito T y/o la
proliferacion de un linfocito T, reducir o disminuir la cantidad de linfocitos T reguladores
en un tumor y/o inhibir el crecimiento de células tumorales.

Ofras caracteristicas y ventajas de la presente seran evidentes a partir de la
siguiente descripcién detallada y ejemplos, que no deben interpretarse como
limitativos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra las secuencias de aminodacidos de las regiones variables
de la cadena liviana y pesada de anticuerpos monoclonales 28F3 (SEQ ID NO: 13 y
14, respectivamente), 18E10 (SEQ ID NO: 39 y 40, respectivamente) y 19D3 (SEQ ID
NO: 26 y 27, respectivamente). Las CDR de VH y VL de 28F3 estan subrayados.

La Figura 2A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 147) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 13) de la regién variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 28F3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID
NO: 20), CDR2 (SEQ ID NO: 21) y CDR3 (SEQ ID NO: 22), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 2B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 148) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 14) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 28F3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 23), CDR2 (SEQ ID NO: 24) y CDR3 (SEQ ID NO: 25), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 3A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 158) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 39) de la region variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 18E10. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID
NO: 46), CDR2 (SEQ ID NO: 47) y CDR3 (SEQ ID NO: 48), y se indican las

derivaciones de las lineas germinales V, D y J.
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La Figura 3B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 159) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 40) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 18E10. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 49), CDR2 (SEQ ID NO: 50) y CDR3 (SEQ ID NO: 51), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 4A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 154) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 26) de la region variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 19D3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID
NO: 33), CDR2 (SEQ ID NO: 34) y CDR3 (SEQ ID NO: 35), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 4B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 155) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 27) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 19D3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 36), CDR2 (SEQ ID NO: 37) y CDR3 (SEQ ID NO: 38), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 5A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 162) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 52) de la regién variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 3C3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID NO:
62), CDR2 (SEQ ID NO: 63) y CDR3 (SEQ ID NO: 64), y se indican las derivaciones
de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 5B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 163) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 53) de la region variable de la cadena liviana
kappa (VK1) del anticuerpo monoclonal humano 3C3. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 65), CDR2 (SEQ ID NO: 66) y CDR3 (SEQ ID NO: 67), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 5C muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 164) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 54) de la region variable de la cadena liviana
kappa (VK2) del anticuerpo monoclonal humano 3C3. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 68), CDR2 (SEQ ID NO: 69) y CDR3 (SEQ ID NO: 70), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 6A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 168) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 71) de la regién variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 2G6. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID NO:
78), CDR2 (SEQ ID NO: 79) y CDR3 (SEQ ID NO: 80), y se indican las derivaciones

de las lineas germinales V, D y J.
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La Figura 6B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 169) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 72) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 2G6. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 81), CDR2 (SEQ ID NO: 82) y CDR3 (SEQ ID NO: 83), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 7A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 172) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 84) de la region variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 8A6. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID NO:
91), CDR2 (SEQ ID NO: 92) y CDR3 (SEQ ID NO: 93), y se indican las derivaciones
de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 7B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 173) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 85) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 8A6. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 94), CDR2 (SEQ ID NO: 95) y CDR3 (SEQ ID NO: 96), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 8A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 176) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 97) de la regién variable de la cadena pesada
del anticuerpo monoclonal humano 9G7. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ ID NO:
106), CDR2 (SEQ ID NO: 107) y CDR3 (SEQ ID NO: 108), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 8B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 177) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 98) de la region variable de la cadena liviana
kappa (VK1) del anticuerpo monoclonal humano 9G7. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 109), CDR2 (SEQ ID NO: 110) y CDR3 (SEQ ID NO: 111), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 8C muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 178) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 99) de la region variable de la cadena liviana
kappa (VK2) del anticuerpo monoclonal humano 9G7. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 112), CDR2 (SEQ ID NO: 113) y CDR3 (SEQ ID NO: 114), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 9A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 182) y la
secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 115) de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo monoclonal humano 14E3. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 122), CDR2 (SEQ ID NO: 123) y CDR3 (SEQ ID NO: 124), y se indican

las derivaciones de las lineas germinales V, D y J.
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La Figura 9B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 183) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 116) de la regién variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 14E3. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 125), CDR2 (SEQ ID NO: 126) y CDR3 (SEQ ID NO: 127), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 10A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 186) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 128) de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo monoclonal humano 19H8. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 138), CDR2 (SEQ ID NO: 139) y CDR3 (SEQ ID NO: 140), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V, D y J.

La Figura 10B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 187) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 129) de la region variable de la cadena liviana
kappa (VK1) del anticuerpo monoclonal humano 19H8. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 141), CDR2 (SEQ ID NO: 142) y CDR3 (SEQ ID NO: 143), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 10C muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 188) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 130) de la regién variable de la cadena liviana
kappa (VK2) del anticuerpo monoclonal humano 19H8. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 144), CDR2 (SEQ ID NO: 145) y CDR3 (SEQ ID NO: 146), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 11A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 353) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 335) de la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo monoclonal humano 6G10. Se delinean las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 342), CDR2 (SEQ ID NO: 343) y CDR3 (SEQ ID NO: 344), y se indican
las derivaciones de las lineas germinales V, Dy J.

La Figura 11B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 354) y la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 336) de la region variable de la cadena liviana
kappa del anticuerpo monoclonal humano 6G10. Se delinean las regiones CDR1 (SEQ
ID NO: 345), CDR2 (SEQ ID NO: 346) y CDR3 (SEQ ID NO: 347), y se indican las
derivaciones de las lineas germinales V y J.

La Figura 12 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 28F3 (SEQ ID NO: 13) con las secuencias
de aminoacidos 3-33, 3-10 y JH6 de V, de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 192,
193 y 196, respectivamente).

La Figura 13 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
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region variable de la cadena liviana de 28F3 (SEQ ID NO: 14) con las secuencias de
aminoacidos L18 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 204 y 205,
respectivamente).

La Figura 14 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 18E10 (SEQ ID NO: 39) con las
secuencias de aminoacidos 3-33, 6-19 y JH6 de V} de la linea germinal humana (SEQ
ID NO: 192, 199 y 197, respectivamente).

La Figura 15 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana de 18E10 (SEQ ID NO: 40) con las secuencias de
aminoacidos L15 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 207 y 205,
respectivamente).

La Figura 16 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena pesada de 19D3 (SEQ ID NO: 26) con las secuencias de
aminoacidos 3-33, 3-16 y JH6 de V} de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 192,
200 y 198, respectivamente).

La Figura 17 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana de 19D3 (SEQ ID NO: 27) con las secuencias de
aminoacidos L15 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 207 y 205,
respectivamente).

La Figura 18 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 3C3 (SEQ ID NO: 52) con las secuencias
de aminoacidos 4-34 y JH3 de Vy de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 201 y
202, respectivamente).

La Figura 19A muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK1) de 3C3 (SEQ ID NO: 53) con las secuencias
de aminoacidos L15 y JK2 de V de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 207 y 205,
respectivamente).

La Figura 19B muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK2) de 3C3 (SEQ ID NO: 54) con las secuencias
de aminoacidos L20 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 208 y 206,
respectivamente).

La Figura 20 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 2G6 (SEQ ID NO: 71) con las secuencias
de aminoacidos 3-33 y JH6 de Vy de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 192 y

197, respectivamente).
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La Figura 21 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana de 2G6 (SEQ ID NO: 72) con las secuencias de
aminoacidos L15 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 207 y 205,
respectivamente).

La Figura 22 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 8A6 (SEQ ID NO: 84) con las secuencias
de aminoacidos 3-33, 3-10 y JH6 de V4 de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 192,
193 y 197, respectivamente).

La Figura 23 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana de 8A6 (SEQ ID NO: 85) con las secuencias de
aminoacidos L18 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 204 y 205,
respectivamente).

La Figura 24 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 9G7 (SEQ ID NO: 97) con las secuencias
de aminodacidos 3-15, 3-10 y JH6 de Vy de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 203,
194 y 198, respectivamente).

La Figura 25A muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK1) de 9G7 (SEQ ID NO: 98) con las secuencias
de aminoacidos A27 y JK1 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 209 y 210,
respectivamente).

La Figura 25B muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK2) de 9G7 (SEQ ID NO: 99) con las secuencias
de aminoacidos A27 y JK5 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 209 y 212,
respectivamente).

La Figura 26 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 14E3 (SEQ ID NO: 115) con las
secuencias de aminoacidos 4-34 y JH3 de Vy de la linea germinal humana (SEQ ID
NO: 201 y 202, respectivamente).

La Figura 27 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana de 14E3 (SEQ ID NO: 116) con las secuencias de
aminoacidos L15 y JK1 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 207 y 211,
respectivamente).

La Figura 28 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 19H8 (SEQ ID NO: 128) con las

secuencias de aminoacidos 3-33, 3-10 y JH6 de V4 de la linea germinal humana (SEQ
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ID NO: 192, 195 y 196, respectivamente).

La Figura 29A muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK1) de 19H8 (SEQ ID NO: 129) con las
secuencias de aminoacidos L18 y JK1 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO:
204 y 211, respectivamente).

La Figura 29B muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK2) de 19H8 (SEQ ID NO: 130) con las
secuencias de aminoacidos L6 y JK4 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO:
213 y 214, respectivamente).

La Figura 30 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables de la cadena pesada de 6G10 (SEQ ID NO: 335) con las
secuencias de aminoacidos 3-33, 3-10 y JH6 de V4 de la linea germinal humana (SEQ
ID NO: 192, 195 y 196, respectivamente).

La Figura 31 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena liviana (VK1) de 6G10 (SEQ ID NO: 336) con las
secuencias de aminoacidos L18 y JK2 de Vi de la linea germinal humana (SEQ ID NO:
204 y 205, respectivamente).

La Figura 32 muestra la afinidad de fijacién (en nM) de diversos anticuerpos
anti-GITR para linfocitos T humanos activados, sin anticuerpo, y controles de
anticuerpos IgG1 y higG2, como se evalué mediante FACS.

La Figura 33 muestra la afinidad de fijacién (en nM) de diversos anticuerpos
anti-GITR para linfocitos T de Macaca fascicularis activados, sin anticuerpo, y los
anticuerpos hlgG1 y higG2 como controles, como se evalué mediante FACS.

Las Figuras 34A y 34B muestran la capacidad de diversos anticuerpos anti-
GITR para inhibir la fijacion del ligando GITR (GITR-L) a células GITR 3A9, con higG1,
higG2, sin anticuerpo, y células solas como controles.

La Figura 34C muestra la fijacion de GITR-L recombinante a linfocitos T CD4 y
CD8 humanos activados.

La Figura 34D muestra que GITR-L bloquea parcialmente la fijacion de 28F3-
hlgG1 a linfocitos T CD4+ humanos activados. La fijacion de 28F3-hilgG1 en una
concentracion fija de 0,5 pg/ml a linfocitos T activados se bloqued parcialmente
mediante GITR-L previamente unido con un IC50 de 0,0024 pg/ml.

La Figura 34E muestra que 28F3-hlgG1 no bloquea la fijacion de 0,6 ug/ml de
GITR-L a linfocitos T humanos activados. Cuando GITR-L se agrego a los linfocitos T

CD4+ a 0,6 mg/ml, aproximadamente 90 % de saturacion, 28F3-hlgG1 previamente
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unido no pudo bloquear GITR-L que varia de 100 mg/ml a 0,00056 mg/ml.

La Figura 34F muestra que 28F3-hlgG1 bloquea parcialmente la fijacion de
0,02 pg/ml de GITR-L a linfocitos T humanos activados. La fijacion de GITR-L en una
concentraciéon fija de 20 ng/ml a linfocitos T activados se bloqued parcialmente
mediante 28F3-hIgG1 previamente unido con un IC50 de 0,075 pg/ml.

La Figura 35A muestra una transferencia Western que demuestra que el
anticuerpo anti-GITR 28F3 se fija a GITR humano nativo, pero no desnaturalizado, y
que la fijacion no esta afectada por la presencia o ausencia de glucosilacién ligada a
N. Un signo “+” indica muestras tratadas con PNGasa F para retirar la glucosilaciéon
ligada a N.

La Figura 35B es un gel tefido de azul Coomassie que muestra la presencia de
todas las formas de GITR humano antes de transferirse a la nitrocelulosa para el
analisis de transferencia Western.

Las Figuras 36A-36B muestran la fijacion de los anticuerpos 28F3 y 3C3 a los
fragmentos de GITR nativo generados mediante digestion con endoproteinasa Arg-C
(1), endoproteinasa Lys-C (2), tripsina (3), endoproteinasa Glu-C (4) o endoproteinasa
Asp-N (5).

La Figura 37 muestra una vista del mapa de calor del anticuerpo anti-GITR
28F3 que se fija a los fragmentos del péptido GITR humano generados de la digestion
de una proteina GITR humana nativa con endoproteinasa Glu-C vy tripsina (“Glu-C y
tripsina”), endoproteinasa Arg-C (“Arg-C”), endoproteinasa Lys-C vy tripsina (“Lys-C vy
tripsina”), tripsina, o endoproteinasa Asp-N y endoproteinasa Glu-C (“AspN y GIuC”), lo
que identifica la ubicacion del epitopo al que el anticuerpo 28F3 se fija (region
recuadrada). La secuencia de aminoacidos del dominio extracelular maduro de GITR
humano se muestra en gris oscuro, y la secuencia de Fc de raton, ligado mediante el
terminal C a este, se muestra en gris claro.

La Figura 38A muestra los péptidos en la fraccion de flujo, después de la
incubacién de las microesferas recubiertas con 28F3 para obtener péptidos que
surgen de la digestion de tripsina de GITR humano nativo.

La Figura 38B muestra dos péptidos principales unidos a 28F3 (indicado por un
asterisco).

La Figura 38C muestra la identificacion mediante LC-MS del primero de los dos
picos en la Figura 34B que corresponde al péptido del terminal N que tiene la
secuencia que se mostrod y sin glucosilacion ligada a O.

La Figura 38D muestra la identificacion mediante LC-MS del segundo de los
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dos picos en la Figura 34B que corresponde al péptido del terminal N que tiene la
secuencia que se mostro y que tiene una glucosilacion ligada a O en T20.

La Figura 38E muestra el péptido GITR restante después de la digestién in situ
con endoproteinasa Asp-N de un péptido mas largo que se incubd junto con 28F3.

La Figura 39A muestra una lista de péptidos pépticos para GITR/Fc humano
recombinante y el complejo proteico de GITR/Fc humano recombinante y 28F3 I1gG1,
lo que logra una cobertura de secuencia de 86 % para la region del terminal N de
GITR.

La Figura 39B muestra los niveles de absorcion de deuterio mediante
espectrometria de masa (MS) HDX en ausencia/presencia de mAb 28F3 IgG1
("GITR.6").

La Figura 39C muestra las dos regiones en el GITR humano maduro unido por
28F3, como se determina mediante MS HDX.

La Figura 40 muestra los efectos de diversos anticuerpos agonistas anti-GITR
en la secrecién de IL-2 mediante células 3A9-hGITR en presencia de anticuerpos anti-
CD3 unidos a placas.

La Figura 41A muestra los efectos de los anticuerpos agonistas anti-GITR
18E10, 13H2 (iguales a 28F3) y 28F3 en la secrecion de IL-2 en células 3A9-hGITR
activadas por un antigeno especifico.

La Figura 41B muestra los efectos de los anticuerpos agonistas anti-GITR 3C3
(que se muestran como “GITR.3”), 28F3, 19D3 y 18E10 en la secrecion de IL-2 en
células 3A9-hGITR activadas por un antigeno especifico.

La Figura 42A muestra los efectos de diversos anticuerpos agonistas anti-GITR
de HuMab en la secrecion de interferones gamma (IFN-y) en linfocitos T estimulados
con células CHO-OKT3 (es decir, células CHO que expresan OKT3 scfv).

La Figura 42B muestra los efectos del anticuerpo agonista anti-GITR 28F3 en
la secrecién de IL-2 en linfocitos T CD4+ estimulados con células CHO que expresan
OKT3, en donde los linfocitos T son del primer donante.

La Figura 42C muestra los efectos del anticuerpo anti-GITR 28F3 en la
secrecion de IFN-y en linfocitos T CD4+ estimulados con células CHO que expresan
OKT3, en donde los linfocitos T son del primer donante.

La Figura 42D muestra los efectos del anticuerpo anti-GITR 28F3 en la
secrecion de IL-2 en linfocitos T CD4+ estimulados con células CHO que expresan
OKT3, en donde los linfocitos T son del segundo donante.

La Figura 42E muestra los efectos del anticuerpo anti-GITR 28F3 en la
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secrecidon de IFN-y en linfocitos T CD4+ estimulados con células CHO que expresan
OKT3, en donde los linfocitos T son del segundo donante.

La Figura 43 muestra los efectos del anticuerpo anti-GITR 28F3 (IgG2), el
fragmento de 28F3-F(ab’)2 y 28F3-Fab en la secrecion IL-2 en células 3A9-hGITR
estimuladas con células LK35.2 en presencia del péptido HEL48-63.

La Figura 44 muestra la inmunohistoquimica de muestras de amigdalas
humanas con el anticuerpo monoclonal 28F3-FITC.

Las Figuras 45A-45D muestran los efectos de diferentes isotipos del anticuerpo
GITR anti-raton de rata, DTA-1, durante actividad antitumoral medida a través de los
cambios en los volumenes tumorales en ratones individuales tratados con estos
isotipos en un modelo de adenocarcinoma de colon MC38: (Figura 45A) Anticuerpo
IgG1 de ratén de control (10 mg/kg); (Figura 45B) DTA-1 IgG2b de rata (10 mg/kg);
(Figura 45C) DTA-1 IgG1 de ratén (10 mg/kg); (Figura 45D) DTA-1 IgG2a de ratéon (10
mg/kg). La cantidad de ratones libres de tumores (TF) por grupo se muestra para cada
grupo de 10 ratones.

Las Figuras 46A y 46B muestran los cambios en la media (Figura 46A) y la
mediana (Figura 46B) del volumen tumoral de tumores MC38 en grupos de ratones
tratados con anticuerpos DTA-1 (10 mg/kg) de diferentes isotipos.

Las Figuras 47A-47F muestran un analisis citométrico de flujo de bazos
(Figuras 47A-47C) y linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) (Figuras 47D-47F) de ratones
con tumores MC38 tratados con los diferentes isotipos anti-GITR (DTA-1) y anti-CTLA-
4 (9D9) vy el anticuerpo de control indicado. (Figura 47A) Porcentaje de linfocitos T
CD8" en el bazo; (Figura 47B) Porcentaje de linfocitos CD4" en el bazo; (Figura 47C)
Porcentaje de linfocitos CD4" que también son Foxp3® en el bazo; (Figura 47D)
Porcentaje de linfocitos T CD8" en TIL; (Figura 47E) Porcentaje de linfocitos CD4" en
TIL; (Figura 47F) Porcentaje de linfocitos CD4" que también son Foxp3* en TIL.

Las Figuras 48A-48F muestran los efectos de diferentes isotipos del anticuerpo
GITR anti-ratéon de rata, DTA-1, modificado nuevamente por ingenieria genética para
minimizar la agregabilidad (denominado “mGITR.7”) durante actividad antitumoral
medida a través de los cambios en los volumenes tumorales en ratones individuales
tratados con estos isotipos en un modelo MC38: (Figura 48A) Anticuerpo IgG1 de
raton de control; (Figura 48B) mGITR.7 migG1; (Figura 48C) mGITR.7 migG1-D265A,
(Figura 48D) mGITR.7 mlgG2a; (Figura 48E) mGITR.7 migG2b; (Figura 48F) mGITR.7
IgG2b de rata. La cantidad de ratones libres de tumores por grupo se muestra para

cada grupo de 9 ratones.
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Las Figuras 49A y 49B muestran los cambios en la media (Figura 49A) y la
mediana (La Figura 49B) del volumen tumoral de tumores MC38 en grupos de ratones
tratados con anticuerpos DTA-1 modificados nuevamente por ingenieria genética de
isotipos diferentes.

Las Figuras 50A y 50B muestran un analisis citométrico de flujo de los efectos
de diferentes DTA-1 (anticuerpos “‘mGITR” DTA-1 modificados nuevamente por
ingenieria genética o los anticuerpos “DTA-1" originalmente modificados por ingenieria
genética) y los isotipos anti-CTLA-4 (9D9) en T,e4s Foxp3'/CD4" en bazos (Figura 50A)
y TIL (Figura 50B) de ratones con tumores MC38.

Las Figuras 51A-51E muestran la actividad antitumoral de diferentes isotipos
DTA-1 de ratén en un modelo de fibrosarcoma Sa1N de raton medida a través de los
cambios en los volumenes tumorales de ratones individuales tratados con esos
isotipos: (Figura 51A) Anticuerpo IgG1 de raton de control; (Figura 51B) DTA-1 IgG2a
de ratén; (Figura 51C) DTA-1 IgG2b de rata; (Figura 51D) DTA-1 IgG1 de ratén;
(Figura 51E) DTA-1 1gG1-D265A de ratén. La cantidad de ratones libres de tumores
por grupo se muestra para cada grupo de hasta 10 ratones.

Las Figuras 52A y 52B muestran los cambios en la media (Figura 52A) y la
mediana (Figura 52B) del volumen tumoral de tumores Sa1N en grupos de ratones
tratados con anticuerpos DTA-1 de diferentes isotipos.

Las Figuras 53A y 53B muestran los efectos de diferentes isotipos anti-CTLA-4
(9D9) y DTA-1 en T, Foxp3*/CD4" en bazos (Figura 53A) y TIL (Figura 53B) de los
ratones con tumores Sa1N.

Las Figuras 54A-54D muestran los efectos del anticuerpo anti-GITR de rata,
DTA-1, en volumen tumoral usando un modelo de adenocarcinoma de colon MC38 en
etapas. Los ratones se trataron con (Figura 54A) migG1 de control, (Figura 54B) migG
+ DTA-1, (Figura 54C) migG + PD-1 (Figura 54D) PD-1 + DTA-1 los dias 7, 10y 14. La
cantidad de ratones libres de tumores (TF) por grupo se muestra para cada grupo de
10 ratones.

Las Figuras 55A y 55B muestran en efecto de diversas combinaciones de
mutaciones en CDR3 de VH en el anticuerpo anti-GITR 28F3 sobre la fijacion a células
3A9-hGITR.

Las Figuras 56A-56F muestran los efectos de diversas combinaciones de
mutaciones en CDR3 de VH en el anticuerpo anti-GITR 28F3 en el nivel de la
secrecion de IL-2 de las células 3A9-hGITR en presencia de anti-CD3 unido a placas.

La Figura 57 muestra la afinidad de fijacién de los anticuerpos anti-GITR
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indicados para los linfocitos T activados. Los anticuerpos evaluados comprendian una
de las siguientes regiones constantes de la cadena pesada: una region constante de
IgG1 (“anti-GITR.g1f"), una region constante de IgG1 no efectora ("anti-GITR.g1.1f"),
una region constante de 1gG2 ("anti-GITR-G2"), una bisagra de IgG2 y un dominio Fc
de IgG1 ("anti-GITR.G2.G1f") y una bisagra de IgG2 y un dominio Fc de IgG1 no
efectora ("anti-GITR.G2.G1.1f").

La Figuras 58A-58C muestran la secrecion de IFN-y y IL-2 de linfocitos T CD4
de donante estimulados con anticuerpos GITR antihumanos solubles con diferentes
regiones constantes de la cadena pesada. La Figura 58A muestra la secrecién de IFN-
y de linfocitos T CD4 de donante estimulados con células CHO que expresan OKT3 y
diversas concentraciones de anticuerpos GITR antihumanos con una regién constante
de 1gG2-lgG1. La Figura 58B muestra la secrecion de IL-2 de linfocitos T CD4 de
donante estimulados con células CHO que expresan OKT3 y diversas concentraciones
de un dominio constante de la cadena pesada de IgG1 o un dominio constante de la
cadena pesada hibrida de 1gG2-lgG1. La Figura 58C muestra la secrecion de IL-2 de
linfocitos T CD4 de donante estimulados con células CHO que expresan OKT3 y
diversas concentraciones de versiones no efectoras (IgG1.1) de los anticuerpos en las
Figuras 55A y B.

La Figura 59 muestra una comparacién de los anticuerpos anti-GITR indicados
en la secrecion de IL-2 de células 3A9-hGITR en presencia de anti-CD3 unido a
placas.

Las Figuras 60A-60D muestran el efecto de 28F3.IgG1 y 28F3.IgG1.1 en la
proliferacién de linfocitos Treg y Teff.

Las Figuras 61A-61F muestran el efecto de 28F3.I9G1 (“GITR.61gG1") y
28F3.1gG1.1 (“GITR.6lgG1.1") durante la lisis inducida por células NK de linfocitos
CD4+, linfocitos CD8+ y linfocitos enriquecidos por Treg de dos donantes diferentes.

Las Figuras 62A-62C muestran el efecto de un anticuerpo de control higG1,
28F3.1gG1 ("anti-GITR 1gG1") y 28F3.1gG1.1 (anti-GITR 1gG1.1") en el crecimiento de
tumores MC38.

Las Figuras 63A y 63B muestran la media y la mediana del volumen,
respectivamente, de tumores MC38 en ratones tratados con anticuerpo de control
higG1, 28F3.IgG1 ("anti-GITR IgG1") y 28F3.1gG1.1 ("anti-GITR 1gG1.1").

Las Figuras 64A y 64B muestran la media del % de cambios en el peso
corporal y la mediana del % de cambios en el peso corporal, respectivamente, de

ratones con tumores MC38 tratados con anticuerpo de control higG1, 28F3.1gG1 ("anti-
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GITR IgG1") y 28F3.1gG1.1 ("anti-GITR IgG1.1").

La Figura 65 muestra los efectos de 28F3.1gG1 ("GITR 1gG1"), con respecto al
control del isotipo, en la reduccién de linfocitos Treg en el modelo de tumores MC38.

La Figura 66 muestra los efectos de 28F3.1gG1 ("GITR 1gG1"), con respecto al
control del isotipo, en el porcentaje de linfocitos T CD8+ en el modelo de tumores
MC38.

La Figura 67 muestra el efecto de 28F3.IgG1 soluble y reticulado
("GITR.6lgG1") y 28F3.1gG1.1 ("GITR.6lgG1.1") en la secreciéon de IFN-y de linfocitos
T cuando se cocultiva con células CHO-OKT3 y CHO-OKT3-CD32a.

La Figura 68 muestra el efecto de 28F3.lgG1 soluble y reticulado
("GITR.6lgG1") y 28F3.IgG1.1 ("GITR.6lgG1.1") en la proliferacién de linfocitos T
cuando se cocultiva con CHO-OKT3 y células CHO-OKT3-CD32a.

DESCRIPCION DETALLADA

Se describen en la presente anticuerpos aislados, en particular, anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, anticuerpos monoclonales humanos, que se fijan
especificamente a GITR y asi activan la sefalizacion de GITR corriente abajo
(“anticuerpos agonistas anti-GITR”). En algunas formas de realizacién, los anticuerpos
descritos en la presente derivan de secuencias particulares de la linea germinal de la
cadena liviana y pesada y/o comprenden caracteristicas estructurales particulares,
tales como regiones CDR que comprenden secuencias de aminoacidos particulares.
Se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, métodos para la preparacion de
tales anticuerpos, inmunoconjugados y moléculas biespecificas que comprenden tales
anticuerpos, y composiciones farmacéuticas formuladas para contener los anticuerpos.
También se proporcionan en la presente métodos para usar los anticuerpos para
mejorar la respuesta inmunitaria, sola o en combinacibn con otros agentes
inmunoestimuladores (por ejemplo, anticuerpos) y/o tratamientos contra el cancer. En
consecuencia, los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente se pueden usar en
un tratamiento con una amplia variedad de aplicaciones terapéuticas, que incluyen, por
ejemplo, inhibir el crecimiento tumoral y tratar infecciones virales.

Definiciones

A fin de comprender mejor la presente descripcion, primero se definen ciertos
términos. Las definiciones adicionales se indican a lo largo de la descripcién detallada.

Como se usa en la presente, las expresiones "receptor de TNF inducible por
glucocorticoides" o "GITR" se refieren a un receptor que es miembro de la superfamilia
del receptor de TNF, que se fija al ligando GITR (GITR-L). GITR también se define
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como miembro 18 de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFRSF18), AITR y CD357. El término "GITR" incluye cualquier variante o isoforma
de GITR que se expresa naturalmente mediante células. En consecuencia, los
anticuerpos descritos en la presente pueden presentar reactividad cruzada con GITR
de especies que no son el ser humano (por ejemplo, GITR de Macaca fascicularis). De
manera alternativa, los anticuerpos pueden ser especificos para GITR humano y
pueden no exhibir ninguna reactividad cruzada con otras especies. GITR, o cualquier
variante e isoforma de este, puede estar aislado de las células o los tejidos que lo
expresa naturalmente o se puede producir en forma recombinante usando técnicas
conocidas en el estado de la técnica y/o aquellas descritas en la presente.

Se han identificado tres isoformas de GITR humano que comparten el mismo
dominio extracelular, excepto su porcion del terminal C. La variante 1 (N.° de acceso
NP_004186; SEQ ID NO: 1) consiste en 241 aminoacidos y representa la transcripciéon
mas larga. Contiene un segmento de codificacién adicional que produce un
desplazamiento de marco, en comparacion con la variante 2. La proteina resultante
(isoforma 1) contiene un terminal C distinto y mas corto, en comparacién con la
isoforma 2. La variante 2 (N.° de acceso NP_683699; SEQ ID NO: 2) codifica la
proteina mas larga (isoforma 2), que consiste en 255 aminoacidos, y es soluble. La
variante 3 (N.° de acceso NP_683700; SEQ ID NO: 3) contiene un segmento de
codificacion adicional que produce un desplazamiento de marco, en comparacion con
la variante 2. La proteina resultante (isoforma 3) contiene un terminal C distinto y mas
corto, en comparacion con la isoforma 2, y consiste en 234 aminoacidos.

A continuacion se encuentran secuencias de aminoacidos de las tres isoformas
de GITR humano, GITR de Macaca fascicularis y GITR-L.

Isoforma 1 de GITR humano (N.° de acceso NP_004186; SEQ ID NO: 1;
codificada mediante la secuencia de nucledtidos que tiene el N.° de acceso
NM_004195.2):
MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTR
CCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKFSFGF
QCIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDCTQFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWL
TVVLLAVAACVLLLTSAQLGLHIWQLRSQCMWPRETQLLLEVPPSTEDARSCQFPEEE
RGERSAEEKGRLGDLWV

Isoforma 2 de GITR humano (N.° de acceso NP_683699.1; SEQ ID NO: 2;
codificada mediante la secuencia de nucleétidos que tiene el N.° de acceso
NM_148901.1):
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MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTR
CCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKFSFGF
QCIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDCCWRCRRRPKTPEAASSPRKSGASDRQRRRG
GWETCGCEPGRPPGPPTAASPSPGAPQAAGALRSALGRALLPWQQKWVQEGGSD
QRPGPCSSAAAAGPCRRERETQSWPPSSLAGPDGVGS

Isoforma 3 de GITR humano (N.° de acceso NP_683700.1; SEQ ID NO: 3;
codificada mediante la secuencia de nucleétidos que tiene el N.° de acceso
NM_148902.1):
MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTR
CCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKFSFGF
QCIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDCTQFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWL
TVVLLAVAACVLLLTSAQLGLHIWQLRKTQLLLEVPPSTEDARSCQFPEEERGERSAE
EKGRLGDLWV

La secuencia de senales de las isoformas 1-3 corresponde a los aminoacidos
1-25. Por ende, las isoformas maduras 1, 2 y 3 consisten en los aminoacidos 26 a 241,
255 o 234, respectivamente. ElI dominio extracelular de GITR maduro consiste en
aminoacidos 26-162 y tiene la secuencia de aminoacidos:
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEF
HCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKFSFGFQCIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDC
TQFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEP (SEQ ID NO: 4)

Secuencia de proteinas GITR de Macaca fascicularis (SEQ ID NO: 5):
MCASGTLCCLALLCAASLGQRPTGGPGCGPGRLLLGTGKDARCCRVHPTRCCRDYQ
GEECCSEWDCVCVQPEFHCGNPCCTTCQHHPCPSGQGVQPQGKFSFGFRCVDCA
LGTFSRGHDGHCKPWTDCTQFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPPGWLTIILLAV
AACVLLLTSAQLGLHIWQLRSQPTGPRETQLLLEVPPSTEDASSCQFPEEERGERLAE
EKGRLGDLWV

Secuencia de proteinas GITR-L humano (N.° de acceso NP_005083.2; SEQ ID
NO: 6):
MTLHPSPITCEFLFSTALISPKMCLSHLENMPLSHSRTQGAQRSSWKLWLFCSIVmILF
LCSFSWLIFIFLQLETAKEPCMAKFGPLPSKWQMASSEPPCVNKVSDWKLEILQNGLY
LIYGQVAPNANYNDVAPFEVRLYKNKDMIQTLTNKSKIQNVGGTYELHVGDTIDLIFNS
EHQVLKNNTYWGIILLANPQFIS

Como se usa en la presente, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos
completos y cualquier fragmento de fijacion al antigeno (es decir, “porciones de fijacién

al antigeno”) o cadenas simples de estos. En una forma de realizacion, un "anticuerpo”
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se refiere a una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y
dos cadenas livianas (L) interconectadas por puentes de disulfuro, o una porcién de
fijacion al antigeno de estas. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién
variable de la cadena pesada (que se abrevia en la presente como Vy) y una region
constante de la cadena pesada. En determinados anticuerpos naturales, la region
constante de la cadena pesada esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3.
En determinados anticuerpos naturales, cada cadena liviana esta compuesta por una
region variable de la cadena liviana (que se abrevia en la presente como V) y una
region constante de la cadena liviana. La region constante de la cadena liviana esta
compuesta por un dominio, CL. Las regiones V, y V| también se pueden subdividir en
regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de Ia
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones mas conservadas, denominadas
regiones de marco (FR). Cada Vy y V| esta compuesta por tres CDR y cuatro FR,
dispuestas desde el terminal amino hasta el terminal carboxi en el siguiente orden:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de la cadena
pesada y de la cadena liviana contienen un dominio de fijacion que interactia con un
antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la fijacion de la
inmunoglobulina a los tejidos huésped o factores, incluso varias células del sistema
inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema
de complemento clasico.

En general, los anticuerpos se fijan especificamente a su antigeno cognado
con alta afinidad, que se refleja mediante la constante de disociacién (Kp) de 10° a
10" M o menos. Cualquier Ko mayor de alrededor de 10* M indica, en general,
fijacibn no especifica. Como se usa en la presente, un anticuerpo que "se fija
especificamente” a un antigeno significa un anticuerpo que se fija al antigeno y a
antigenos sustancialmente idénticos con alta afinidad, lo que significa que tiene una Kp
de 107 M o menos, preferentemente, 10® M o menos, aun con mayor preferencia, 5 x
10 M o menos, y con maxima preferencia, de 10® M a 107" M o menos, pero no se
fija con alta afinidad a antigenos no relacionados. Un antigeno es "sustancialmente
idéntico" a un antigeno especifico si exhibe un alto grado de identidad de secuencia al
antigeno especifico, por ejemplo, si exhibe al menos 80 %, al menos 90 %,
preferentemente, al menos 95 %, con mayor preferencia, al menos 97 %, o0 aun con
mayor preferencia, al menos 99 % de identidad de secuencia a la secuencia del
antigeno especifico. A modo de ejemplo, un anticuerpo que se fija especificamente a

GITR humano también puede tener reactividad cruzada con antigenos GITR de
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determinadas especies de primates (por ejemplo, GITR de Macaca fascicularis), pero
pueden no tener reactividad cruzada con antigenos GITR de otras especies o con un
antigeno que no es GITR.

Una inmunoglobulina puede provenir de cualquier isotipo comunmente
conocido, que incluye, entre otros, IgA, IgA secretora, IgG y IgM. El isotipo 1gG se
divide en subclases en determinadas especies: IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 en seres
humanos, e IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 en ratones. En algunas formas de realizacion,
los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente pertenecen al subtipo IgG1 o IgG2.
Las inmunoglobulinas, por ejemplo, IgG1, existen en diversos alotipos, que difieren
entre si en algunos aminoacidos como maximo. "Anticuerpo" incluye, a modo de
ejemplo, anticuerpos naturales y no naturales; anticuerpos monoclonales vy
policlonales; anticuerpos quiméricos y humanizados; anticuerpos humanos y no
humanos; anticuerpos totalmente sintéticos; y anticuerpos monocatenarios.

Como se usa en la presente, la expresiéon "porcion de fijaciéon al antigeno” de
un anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la
capacidad de fijarse especificamente a un antigeno (por ejemplo, GITR humano).
Estos "fragmentos" tienen, por ejemplo, de alrededor de 8 a alrededor de 1500
aminodacidos de longitud, en forma adecuada, de alrededor de 8 a alrededor de 745
aminodacidos de longitud, en forma adecuada, de alrededor de 8 a alrededor de 300,
por ejemplo, de alrededor de 8 a alrededor de 200 aminoacidos, o de alrededor de 10
a alrededor de 50 o 100 aminoacidos de longitud. Se ha demostrado que la funcion de
fijacion al antigeno de un anticuerpo se puede llevar a cabo mediante fragmentos de
un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de fijacion
comprendidos por la expresion “porcion de fijacion al antigeno” de un anticuerpo, por
ejemplo, un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente, incluye (i) un fragmento Fab,
un fragmento monovalente que consiste en los dominios V|, Vy, CL y CH1; (ii) un

fragmento F(ab')o, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab ligados

por un puente de disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en
los dominios Vi y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y Vy de
un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature
341:544-546), que consiste en un dominio Vy; y (vi) una region determinante de la
complementariedad (CDR) aislada o (vii) una combinacion de dos o mas CDR aisladas
que se pueden unir opcionalmente mediante un ligador sintético. Ademas, si bien los
dos dominios del fragmento Fv, V| y V4, son codificados por genes separados, se

pueden unir, usando meétodos recombinantes, mediante un ligador sintético que
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permite obtenerlos como una cadena proteica simple en donde las regiones V|, y Vy se
aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como cadena simple Fv
(scFv)); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). La expresién "porcidén de fijacion al
antigeno" de un anticuerpo también abarca dichos anticuerpos monocatenarios. Estos
fragmentos de anticuerpos se obtienen mediante técnicas convencionales conocidas
por las personas del oficio de nivel medio, y los fragmentos se analizan para
determinar la utilidad de la misma manera que con los anticuerpos intactos. Las
porciones de fijacion al antigeno se pueden producir mediante técnicas de ADN
recombinante o mediante escisién enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas.

Un anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido artificial
que tiene dos pares de las cadenas pesadas/livianas diferentes y dos sitios de fijacién
diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante diversos
métodos que incluyen la fusion de hibridomas o la unién de fragmentos Fab'. Véase,
por ejemplo, Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny
et al., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

Como se usa en la presente, la expresion “anticuerpo monoclonal’ se refiere a
un anticuerpo que muestra una sola especificidad y afinidad de fijaciéon para un epitopo
particular o una composicion de anticuerpos en donde todos los anticuerpos muestran
una sola especificidad y afinidad de fijacion para un epitopo particular. En
consecuencia, la expresion “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a un anticuerpo
0 una composicion de anticuerpos que muestran una sola especificidad de fijacién y
que tiene regiones constantes opcionales y variables derivados de secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana. En una forma de realizacion, los
anticuerpos monoclonales humanos se producen mediante un hibridoma que incluye
un linfocito B obtenido de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un raton
transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena pesada
humana y un transgén de la cadena liviana fusionados a una célula inmortalizada.

Como se usa en la presente, la expresion "anticuerpo humano recombinante”
incluye todos los anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por
medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo,
un ratén) que es transgénico o transcromosémico para los genes de inmunoglobulina
humana o un hibridoma preparados de estos, (b) anticuerpos aislados de una célula
huésped transformada para expresar el anticuerpo , por ejemplo, de un transfectoma,

(c) anticuerpos aislados de una coleccién de anticuerpos humanos combinatoria
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recombinante, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por otros
medios que incluyen el empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina humana
con otras secuencias de ADN. Los anticuerpos humanos recombinantes comprenden
regiones variables y constantes que utilizan secuencias de inmunoglobulinas de la
linea germinal humana particulares codificadas por genes de la linea germinal, pero
incluye redisposiciones y mutaciones posteriores que ocurren, por ejemplo, durante la
maduracién de anticuerpos. Como se conoce en el estado de la técnica (véase, por
ejemplo, Lonberg (2005) Nature Biotech. 23(9):1117-1125), la region variable contiene
el dominio de fijacién al antigeno, que se codifica mediante diversos genes que se
redisponen para formar un anticuerpo especifico para un antigeno exégeno. Ademas
de la redisposicion, la region variable también se puede modificar mediante multiples
cambios de aminoacidos simples (denominado mutacién somatica o hipermutacion)
para aumentar la afinidad del anticuerpo del antigeno exégeno. La regién constante
cambiara en respuesta adicional a un antigeno (es decir, cambio de isotipo). Por lo
tanto, las moléculas de acido nucleico somaticamente mutadas y redispuestas que
codifican los polipéptidos de inmunoglobulina de la cadena liviana o de la cadena
pesada en respuesta a un antigeno pueden no tener identidad de secuencia con las
moléculas de acido nucleico originales, pero seran sustancialmente idénticas o
similares (es decir, tienen al menos 80 % de identidad).

Un anticuerpo "humano" (HuMADb) se refiere a un anticuerpo que tiene regiones
variables en donde las regiones de marco y CDR se derivan de secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana. Asimismo, si el anticuerpo contiene
una region constante, esta también deriva de las secuencias de inmunoglobulinas de
la linea germinal humana. Los anticuerpos descritos en la presente pueden incluir
residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de la
linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas al azar, mutagénesis
especifica de sitio in vitro o mutacién somatica in vivo). Sin embargo, como se usa en
la presente, la expresion “anticuerpo humano” no incluye anticuerpos en donde las
secuencias CDR que derivan de la linea germinal de otras especies de mamiferos,
como raton, se injertaron en secuencias de marco humanas. Las expresiones
"anticuerpos humanos" y "anticuerpos totalmente humanos" se usan como sinénimos.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo en donde algunos o la
mayoria de los aminodacidos, o todos ellos, fuera de los dominios CDR de un
anticuerpo no humano se reemplazan con los aminoacidos correspondientes que

derivan de inmunoglobulinas humanas. En una forma de realizaciéon, una forma
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humanizada de un anticuerpo, algunos o la mayoria de los aminoacidos, o todos ellos,
fuera de los dominios CDR se reemplazaron por aminoacidos de inmunoglobulinas
humanas, mientras que algunos o la mayoria de los aminoacidos, o todos ellos, dentro
de una o mas regiones CDR no cambian. Se puede permitir pequenas adiciones,
eliminaciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminoacidos siempre
que no anulen la capacidad del anticuerpo de fijarse a un antigeno particular. Un
anticuerpo "humanizado" retiene una especificidad antigénica similar a la del
anticuerpo original.

Un "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo en donde las regiones
variables se derivan de una especie, y las regiones constantes se derivan de otras
especies, tales como un anticuerpo en donde las regiones variables se derivan de un
anticuerpo de raton, y las regiones constantes se derivan de un anticuerpo humano.

Como se usa en la presente, "isotipo" se refiere a una clase de anticuerpo (por
ejemplo, anticuerpos IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD e IgE) que son
codificados por genes de la regién constante de la cadena pesada.

“Alotipo” se refiere a variantes naturales dentro de un grupo de isotipos
especifico, cuyas variantes difieren en algunos aminoacidos (véase, por ejemplo,
Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1). Los anticuerpos descritos en la presente pueden
pertenecer a cualquier alotipo. Como se usan en la presente, los anticuerpos
denominados “IgG1f’ o isotipo “IgG1.1f" son los anticuerpos IgG1 y IgG1.1 no
efectores, respectivamente, del alotipo “f”, es decir, que tienen 214R, 356E y 358M de
acuerdo con el indice EU como en Kabat, como se muestra, por ejemplo, en SEQ ID
NO: 7 (véanse los residuos subrayados en SEQ ID NO: 7 de la Tabla 11).

Las frases "un anticuerpo que reconoce un antigeno" y "un anticuerpo
especifico para un antigeno" se usan en la presente de manera indistinta con la frase
"un anticuerpo que se fija especificamente a un antigeno”.

Como se usa en la presente, "anticuerpo aislado" se refiere a un anticuerpo
que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades
antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se fija especificamente
a GITR esta sustancialmente libre de anticuerpos que se fijan especificamente a
antigenos que no son GITR). Un anticuerpo aislado que se fija especificamente a un
epitopo de GITR puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otras proteinas
GITR de diferentes especies.

Como se usa en la presente, un anticuerpo que “inhibe la fijacién de GITR-L a

GITR” se refiere a un anticuerpo que inhibe la fijacién de GITR-L a GITR, por ejemplo,
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en ensayos de fijacion usando células 3A9-hGITR, con un EC50 de alrededor de 1
pg/ml o menos, tal como alrededor de 0,9 ug/ml o menos, alrededor de 0,85 pg/ml o
menos, alrededor de 0,8 pg/ml o menos, alrededor de 0,75 pg/ml o menos, alrededor
de 0,7 pg/ml o menos, alrededor de 0,65 pug/ml 0 menos, alrededor de 0,6 pg/ml o
menos, alrededor de 0,55 pg/ml o menos, alrededor de 0,5 pg/ml o menos, alrededor
de 0,45 pg/ml o menos, alrededor de 0,4 uyg/ml o menos, alrededor de 0,35 ug/ml o
menos, alrededor de 0,3 pg/ml o menos, alrededor de 0,25 pg/ml o menos, alrededor
de 0,2 pyg/ml o menos, alrededor de 0,15 ug/ml o menos, o alrededor de 01 ug/ml o
menos, en métodos reconocidos en el estado de la técnica, por ejemplo, ensayos de
fijacion basados en FACS descritos en el presente.

Una "funcién efectora" se refiere a la interaccion de una regiéon Fc del
anticuerpo con receptor o ligando Fc, o el evento bioquimico que resulta de aquella.
Las "funciones efectoras" de ejemplo incluyen fijacion a Clq, citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC), fijacion al receptor Fc, funciones efectoras mediadas por
FcyR, tales como ADCC y fagocitosis mediada por células dependientes de
anticuerpos (ADCP), y la regulacion descendiente de un receptor de la superficie
celular (por ejemplo, el receptor de linfocito B; BCR). En general, las funciones
efectoras requieren que la regién Fc se combine con un dominio de fijacién (por
ejemplo, un dominio variable de anticuerpo).

Un "receptor Fc" o "FCcR" es un receptor que se fija a la region Fc de una
inmunoglobulina. Los FcR que se fijan a un anticuerpo IgG comprenden receptores de
la familia FcyR, que incluyen variantes alélicas y, de manera alternativa, formas
empalmadas de estos receptores. La familia FcyR consiste en tres receptores
activadores (FcyRI, FcyRIIl 'y FcyRIV en ratones; FcyRIA, FcyRIIA y FcyRIIIA en seres
humanos) y un receptor inhibidor (FcyRIIB). Las diversas propiedades de FcyR
humano se sintetizan en la Tabla 1. La mayoria de los tipos celulares efectores innatos
coexpresan uno o mas FcyR activadores y los FcyRIIB inhibidores, mientras que las
células natural killer (asesina natural) (NK) expresan selectivamente un receptor Fc
activador (FcyRIIl en ratones y FcyRIIIA en seres humanos), pero no FcyRIIB inhibidor
en ratones y humanos. La IgG1 humana se fija a la mayoria de los receptores Fc
humanos y se considera que es equivalente a IgG2a murina con respecto a los tipos

de receptores Fc activadores a los que se fijan.

31



Tabla 1. Propiedades de FcyR humano

Fcy Variantes | Afinidad para | Preferencia de | Distribucion celular
alélicas IgG humana | isotipo
FcyRI No Alta (Kp ~10 | IgG1=3>4>>2 Monocitos, macrofagos,
descritas nM) neutrdfilos activados,
células dendriticas?
FcyRIIA H131 Baja a media | IgG1>3>2>4 Neutrdfilos, monocitos,
macrofagos, eosinofilos,
R131 Baja lgG1>3>4>2 células dendriticas,
plaquetas
FcyRIIA | V158 Media IgG1=3>>4>2 Células NK, monocitos,
F158 Baja IgG1=3>>4>2 macréfagos,  mastocitos,
eosindfilos, células
dendriticas?
FcyRIIB 1232 Baja IgG1=3=4>2 Linfocitos B, monocitos,
T232 Baja lgG1=3=4>2 macroéfagos, células
dendriticas, mastocitos

Una "region Fc" (regidn cristalizable del fragmento) o "dominio Fc" o "Fc" se
refiere a la region del terminal C de la cadena pesada de un anticuerpo que media la
fijacion de la inmunoglobulina para tejidos huésped o factores, que incluyen la fijacion
a receptores Fc ubicados en diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo,
células efectoras) o al primer componente (C1q) del sistema de complemento clasico.
Por ende, una region Fc comprende la regidon constante de un anticuerpo que excluye
el primer dominio de inmunoglobulina de la region constante (por ejemplo, CH1 o CL).
En los isotipos de los anticuerpos IgG, IgA e IgD, la regién Fc comprende dos
fragmentos de proteinas idénticos, que derivan del segundo (Cy,) y el tercer (Cps)
dominio constante de las dos cadenas pesadas del anticuerpo; las regiones Fc de IgM
e IgE comprenden tres dominios constantes de la cadena pesada (2-4 dominios Cy) en
cada cadena de polipéptidos. Para IgG, la region Fc comprende dominios de
inmunoglobulina Cy2 y Cy3 y la bisagra entre Cy1 y Cy2. A pesar de que los limites de
la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina puede variar, la region Fc de
la cadena pesada de IgG humana se extiende, en general, de un residuo de
aminoacido en las posiciones C226 o P230 (o aminoacido entre estos dos
aminodacidos) hasta el terminal carboxi de la cadena pesada, en donde la numeracién
se realiza de acuerdo con el indice EU como en Kabat. El dominio Cy, de una regién
Fc de IgG humana se extiende de alrededor del aminoacido 231 a alrededor del
aminodacido 340, mientras que el dominio Cy; esta ubicado en el lado del terminal C de
un domino Cy, en una region Fc, es decir, se extiende de alrededor del aminoacido

341 a alrededor del aminoacido 447 de una IgG. Como se usa en la presente, la region
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Fc puede ser un Fc de secuencia nativa, que incluye cualquier variante alotipica, o una
variante de Fc (por ejemplo, Fc no natural). Fc también se puede referir a esta regién
en aislamiento o en el contexto de un polipéptido de la proteina que comprende Fc, tal
como una “proteina de fijacion que comprende una region Fc” también denominada
“proteina de fusion Fc” (por ejemplo, un anticuerpo o inmunoadhesina).

Una “region Fc de la secuencia nativa” o "Fc de la secuencia nativa"
comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una regién Fc natural. Las regiones Fc humanas de la secuencia
nativa incluyen una regién Fc de IgG1 humana de la secuencia nativa; una region Fc
de IgG2 humana de la secuencia nativa; una regién Fc de IgG3 humana de la
secuencia nativa; y una region Fc de IgG4 humana de la secuencia nativa y las
variantes naturales de estas. El Fc de la secuencia nativa incluye los diversos alotipos
de Fc (véase, por ejemplo, Jefferies et al. (2009) mAbs 1:1).

Una "bisagra", un "dominio bisagra", una "region bisagra" o "una region bisagra
del anticuerpo" se refiere al dominio de una region constante de la cadena pesada que
une el dominio CH1 al dominio CH2 e incluye las porciones superiores, intermedias e
inferiores de la bisagra (Roux et al. J. Immunol. 1998 161:4083). La bisagra
proporciona diversos niveles de flexibilidad entre las regiones de fijacién y efectoras de
un anticuerpo y también proporciona sitios para la fijacion a disulfuro intermolecular
entre dos regiones constantes de la cadena pesada. Como se usa en la presente, una
bisagra comienza en Glu216 y termina en Gly237 para todos los isotipos IgG (Roux et
al., 1998 J Immunol 161:4083). Las secuencias de bisagras de IgG1, IgG2, 1gG3 e

IgG4 de tipo silvestre se muestran en las Tablas 2y 9.

Tabla 2.

Aminoacidos de la regién bisagra

Tipo de Ig tct:a}::ninal gel Bisagra superior Bisagra intermedia ﬁlfze:%f

1gG1 VDKRV EPKSCDKTHT CPPCP APELLGG
(SEQ ID (SEQID NO:301) (SEQID NO: 305) (SEQ ID NO:
NO: 299) 313)

IgG2 VDKTV ERK CCVECPPCP APPVAG
(SEQ ID (SEQ ID NO: 306) (SEQ ID NO:
NO: 300) 314)

IgG3 (17-15- VDKRV ELKTPLGDTTHT CPRCP APELLGG

15-15) (SEQ ID (SEQID NO: 302) (EPKSCDTPPPCPRCP); (SEQ ID NO:
NO: 299) (SEQ ID NO: 307) 313)

IgG3 (17-15- VDKRV ELKTPLGDTTHT CPRCP APELLGG

15) (SEQ ID (SEQID NO: 302) (EPKSCDTPPPCPRCP), (SEQ ID NO:
NO: 299) (SEQ ID NO: 308) 313)

IgG3 (17-15) VDKRV ELKTPLGDTTHT CPRCP APELLGG

(SEQ ID (SEQIDNO:302) (EPKSCDTPPPCPRCP);  (SEQ ID NO:
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NO: 299) (SEQ ID NO: 309) 313)

IgG3 (15-15- VDKRV EPKS CDTPPPCPRCP APELLGG

15) (SEQ ID (SEQIDNO:303) (EPKSCDTPPPCPRCP),  (SEQ ID NO:
NO: 299) (SEQ ID NO: 310) 313)

I9G3 (15) VDKRV EPKS CDTPPPCPRCP APELLGG
(SEQ ID (SEQIDNO:303) (SEQ ID NO: 311) (SEQ ID NO:
NO: 299) 313)

9G4 VDKRV ESKYGPP CPSCP APEFLGG
(SEQ ID (SEQIDNO:304) (SEQ ID NO: 312) (SEQ ID NO:
NO: 299) 313)

* Secuencias de aminoacidos del terminal C de los dominios CH1.

El término “bisagra” incluye bisagras de tipo silvestre (tal como aquellas
establecidas en la Tabla 11), y las variantes de estas (por ejemplo, bisagras no
naturales o bisagras modificadas). Por ejemplo, la expresién “bisagra de IgG2” incluye
bisagra de 1gG2 de tipo silvestre, como se muestra en la Tabla 11, y las variantes que
tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o, como maximo, 5, 4, 3, 2 o 1 mutaciones, por
ejemplo, sustituciones, eliminaciones o adiciones. Los ejemplos de variantes de
bisagra de 1gG2 incluyen bisagras de IgG2 en donde 1, 2, 3 o todas las 4 cisteinas
(C219, C220, C226 y C229) se cambian a otro aminoacido. En una forma de
realizacion especifica, una 1gG2 comprende una sustitucion C219S. En algunas
formas de realizacién, una bisagra es una bisagra hibrida que comprende secuencias
de al menos dos isotipos. Por ejemplo, una bisagra puede comprender la bisagra
superior, intermedia o inferior de un isotipo y el resto de la bisagra de uno o mas
isotipos. Por ejemplo, una bisagra puede ser una bisagra de 1gG2/IgG1, y puede
comprender, por ejemplo, las bisagras superiores e intermedias de IgG2 y la bisagra
inferior de IgG1. Una bisagra puede o no tener funcion efectora. Por ejemplo, la
bisagra inferior de IgG1 de tipo silvestre proporciona una funcion efectora.

La expresion “dominio CH1” se refiere a la regidon constante de la cadena
pesada que une el dominio variable a la bisagra en un dominio constante de la cadena
pesada. Como se usa en la presente, un dominio CH1 comienza en A118 y termina en
V215. La expresion “dominio CH1” incluye los dominios CH1 de tipo silvestre (tal como
los que tienen SEQ ID NO: 278 para IgG1, y SEQ ID NO: 279 para IgG2; Tabla 11), y
las variantes de estos (por ejemplo, los dominios CH1 no naturales o los dominios CH1
modificados). Por ejemplo, la expresién “dominio CH1” incluye los dominios CH1 de
tipo silvestre y las variantes que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o, como maximo, 5,
4, 3, 2 o 1 mutaciones, por ejemplo, sustituciones, eliminaciones o adiciones. Los
ejemplos de dominios CH1 incluyen dominios CH1 con mutaciones que modifican la

actividad biolégica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o semivida. En la presente,
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se proporcionan las modificaciones al dominio CH1 que afectan una actividad biolégica
de un anticuerpo.

La expresion “dominio CH2” se refiere a la region constante de la cadena
pesada que une la bisagra al dominio CH3 en un dominio constante de la cadena
pesada. Como se usa en la presente, un dominio CH2 comienza en P238 y termina en
K340. La expresion “dominio CH2” incluye dominios CH2 de tipo silvestre (tales como
los que tienen SEQ ID NO: 280 para IgG1, y SEQ ID NO: 297 para IgG2; Tabla 11), y
las variantes de estos (por ejemplo, dominios CH2 no naturales o dominio CH2
modificados). Por ejemplo, la expresiéon “dominio CH2” incluye los dominios CH2 de
tipo silvestre y las variantes que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o, como maximo, 5,
4, 3, 2 o 1 mutaciones, por ejemplo, sustituciones, eliminaciones o adiciones. Los
ejemplos de dominios CH2 incluyen dominios CH2 con mutaciones que modifican la
actividad biolégica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o semivida. En algunas
formas de realizacion, un dominio CH2 comprende las sustituciones A330S/P331S que
reducen la funcién efectora. En la presente, se proporcionan otras modificaciones al
dominio CH2 que afectan una actividad biolégica de un anticuerpo.

La expresion “dominio CH3” se refiere a la regidén constante de la cadena
pesada que es el terminal C del dominio CH2 en un dominio constante de la cadena
pesada. Como se usa en la presente, un dominio CH3 comienza en G341 y termina en
K447. La expresion “dominio CH3” incluye dominios CH3 de tipo silvestre (tales como
los que tienen SEQ ID NO: 282 para IgG1, y SEQ ID NO: 298 para IgG2; Tabla 11), y
las variantes de estos (por ejemplo, dominios CH3 no naturales o dominio CH3
modificados). Por ejemplo, la expresién “dominio CH3” incluye los dominios CH3 de
tipo silvestre y las variantes que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o, como maximo, 5,
4, 3, 2 o 1 mutaciones, por ejemplo, sustituciones, eliminaciones o adiciones. Los
ejemplos de dominios CH3 incluyen dominios CH3 con mutaciones que modifican la
actividad biolégica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o semivida. En la presente,
se proporcionan las modificaciones al dominio CH3 que afectan una actividad bioldgica
de un anticuerpo.

Una “region Fc de la secuencia nativa” o "Fc de la secuencia nativa"
comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una region Fc natural. Las regiones Fc humanas de la secuencia
nativa incluyen una region Fc de IgG1 humana de la secuencia nativa; una region Fc
de IgG2 humana de la secuencia nativa; una region Fc de IgG3 humana de la

secuencia nativa; y una region Fc de IgG4 humana de la secuencia nativa y las
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variantes naturales de estas. El Fc de la secuencia nativa incluye los diversos alotipos
de Fc (véase, por ejemplo, Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1).

Las expresiones “epitopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio en
un antigeno (por ejemplo, GITR) al cual se fijan especificamente una inmunoglobulina
0 un anticuerpo. Los epitopos se pueden formar de aminoacidos contiguos (en
general, un epitopo lineal) o aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por el
plegamiento terciario de una proteina (en general, un epitopo conformacional). Los
epitopos formados de aminoacidos contiguos se retienen en general, pero no siempre,
ante la exposicibn a solventes de desnaturalizacion, mientras que los epitopos
formados por el plegamiento se pierden, en general, en el tratamiento con los
solventes de desnaturalizacién. Un epitopo incluye, en general, al menos 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacion especial Unica. Los
métodos para determinar qué epitopos estan unidos por un determinado anticuerpo
(es decir, mapeo de epitopos) son conocidos en el estado de la técnica e incluyen, por
ejemplo, ensayos de inmunotransferencia e inmunoprecipitacion, en donde los
péptidos superpuestos o contiguos (por ejemplo, de GITR) se evaluan para determinar
la reactividad con un determinado anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-GITR). Los
métodos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen técnicas en el
estado de la técnica y aquellas descritas en la presente, por ejemplo, cristalografia de
rayos X, resonancia magneética nuclear bidimensional y HDX-MS (véase, por ejemplo,
Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, vol. 66, G. E. Morris, ed.
(1996)).

La expresion "mapeo de epitopos"” se refiere al proceso de identificacion de los
determinantes moleculares para el reconocimiento de anticuerpo-antigeno.

La expresion "se fija al mismo epitopo" con referencia a dos 0 mas anticuerpos
significa que los anticuerpos se fijan al mismo segmento de residuos de aminoacidos,
como se determina mediante un método determinado. Las técnicas para determinar si
los anticuerpos se fijan al "mismo epitopo en GITR" con los anticuerpos descritos en la
presente incluyen, por ejemplo, métodos de mapeo de epitopos, tales como, analisis
de rayos X de cristales de complejos antigeno:anticuerpo que proporcionan resolucion
atomica del epitopo y espectrometria de masa del intercambio hidrégeno/deuterio
(HDX-MS). Otros métodos controlan la fijacién del anticuerpo a los fragmentos de
antigeno o variaciones mutadas del antigeno donde la pérdida de la fijaciéon debido a
una modificacién de un residuo de aminoacido dentro de la secuencia de antigenos a

menudo se consideran como una indicacién de un componente de epitopo. Ademas,
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también se pueden usar los métodos computacionales combinados para el mapeo de
epitopos. Estos métodos dependen de la capacidad del anticuerpo de interés de aislar
por afinidad péptidos cortos especificos de colecciones de péptidos de expresion de
fagos combinados. Se espera que los anticuerpos que tienen la misma VH y VL o las
mismas secuencias CDR1, 2 y 3 se fijen al mismo epitopo.

Los anticuerpos que “compiten con otro anticuerpo para la fijacién a una diana”
se refieren a los anticuerpos que inhiben (parcial o totalmente) la fijacién de otro
anticuerpo a la diana. Si dos anticuerpos compiten entre si para la fijacién a una diana,
es decir, si lo hacen y hasta qué punto un anticuerpo inhibe la fijacion de otro
anticuerpo a una diana, se puede determinar mediante experimentos de competencia
conocidos. En algunas formas de realizacién, un anticuerpo compite con otro
anticuerpo e inhibe la fijacion de otro anticuerpo a una diana en al menos 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %. El nivel de inhibiciéon o
competencia puede ser diferente segun qué anticuerpo es el “anticuerpo de bloqueo”
(es decir, el anticuerpo frio que se incuba primero con la diana). Los ensayos de
competencia se pueden realizar como se describieron, por ejemplo, en Ed Harlow y
David Lane, Cold Spring Harb Protoc ; 2006; doi:10.1101/pdb.prot4277 o en el capitulo
11 de “Using Antibodies” por Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, EE. UU. 1999. Los anticuerpos de competencia se
fijlan al mismo epitopo, a un epitopo superpuesto o a epitopos adyacentes (por
ejemplo, como se muestra mediante inhibicion estérica).

Otros ensayos de fijacidbn competitivos incluyen: radioinmunoensayo (RIA) de
fase sélida directos o indirectos, inmunoensayo enzimatico (EIA) de fase sélida directo
o indirecto, ensayo de competencia tipo sandwich (véase Stahli et al., Methods in
Enzymology 9:242 (1983)); EIA de biotina-avidina de fase sélida directo (véase
Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614 (1986)); ensayo etiquetado de fase sdélida directo,
ensayo tipo sandwich etiquetado de fase sdlida directo (véase Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1988)); RIA etiquetado de
fase solida directo usando la etiqueta 1-125 (véase Morel et al., Mol. Immunol. 25(1):7
(1988)); EIA de biotina-avidina de fase sdlida directo (Cheung et al., Virology 176:546
(1990)); y RIA etiquetado directo. (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77
(1990)).

Como se usa en la presente, las expresiones “fijacion especifica”, “fijaciéon

” o«

selectiva”, “se fija de manera selectiva a” y “se fija especificamente a” se refieren al

anticuerpo que se fija a un epitopo en un antigeno predeterminado. En general, el
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anticuerpo (i) se fija con una constante de disociacion de equilibrio (Kp) de

aproximadamente menos de 107 M, tal como aproximadamente menos de 10° M, 10°°
M o 107" M o aun menos cuando se determina mediante, por ejemplo, tecnologia de
resonancia de plasmones superficiales (SPR) en un instrumento BIACORE 2000
usando el antigeno predeterminado, por ejemplo, GITR humano recombinante, como
el analito y el anticuerpo como ligando, o andlisis de Scatchard de fijacion del
anticuerpo a las células positivas del antigeno, y (ii) se fija al antigeno predeterminado
con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad para la fijacién a
un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina) que no es el antigeno
predeterminado o un antigeno relacionado estrechamente. En consecuencia, un
anticuerpo que “se fija especificamente a GITR humano” se refiere a un anticuerpo
que se fija a GITR humano unido a la célula o soluble con una Kp de 10" M o menos,
por ejemplo, aproximadamente menos de 10® M, 10° M 0 10" M o aun menos. Un
anticuerpo que “tiene reactividad cruzada con GITR de Macaca fascicularis” se refiere
a un anticuerpo que se fija a GITR de Macaca fascicularis con una Kp de 107 M o
menos, por ejemplo, aproximadamente menos de 10® M, 10° M o 10" M o aun
menos. En algunas formas de realizacion, tales anticuerpos que no tienen reactividad
cruzada con GITR de una especie no humana exhiben una fijacion esencialmente no
detectable contra estas proteinas en ensayos de fijacién estandares.

”

Como se usan en la presente, los términos "kggoc" © “ka”, se refieren a la

constante de asociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular, mientras

que los términos "kgis" 0 “k4” se refieren a la constante de disociacion de una

interaccion anticuerpo-antigeno particular. Como se usa en la presente, el término “Kp”
se refiere a la constante de disociacién que se obtiene de la relacién entre ky y ki (es
decir, ky/ka) y se expresa como una concentracién molar (M). Los valores Kp de los
anticuerpos se pueden determinar usando métodos establecidos en el estado de la
técnica. Un método preferido para determinar la Kp de un anticuerpo es mediante
resonancia de plasmones superficiales, preferentemente, con un sistema biosensor, tal
como un sistema Biacore® o una citometria de flujo y analisis de Scatchard.

Como se usa en la presente, la expresién “alta afinidad” para un anticuerpo IgG
se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 10® M o menos, con mayor preferencia,
10° M o menos, y aun con mayor preferencia, 10" M o menos para un antigeno
diana. Sin embargo, la "alta afinidad" de fijacion puede variar para otros isotipos de
anticuerpos. Por ejemplo, la "alta afinidad" de fijacion para un isotipo IgM se refiere a
un anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos, con mayor preferencia, 10° M o
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menos.

El término “EC50” en el contexto de un ensayo in vitro o in vivo usando un
anticuerpo, o un fragmento de fijacion al antigeno de este, se refiere a la concentracion
de un anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, que induce una
respuesta que es 50 % de respuesta maxima, es decir, un valor intermedio entre la
respuesta maxima y el inicio.

La expresion “se fija a GITR inmovilizado” se refiere a la capacidad de un
anticuerpo descrito en la presente de fijarse a GITR, por ejemplo, expresado en la
superficie de una célula o que se une a un soporte sdlido.

Como se usa en la presente, la expresion “tiene reactividad cruzada” se refiere
a la capacidad de un anticuerpo descrito en la presente de fijarse a GITR de una
especie diferente. Por ejemplo, un anticuerpo descrito en la presente que se fija a
GITR humano también se puede fijar a otras especies de GITR (por ejemplo, GITR de
Macaca fascicularis). Como se usa en la presente, la reactividad cruzada se puede
medir mediante la deteccion de una reactividad especifica con antigeno purificado en
ensayos de fijacién (por ejemplo, SPR, ELISA) o la fijaciéon a células que expresan
fisioldgicamente GITR o, de otro modo, la interaccién funcional con ellas. Los métodos
para determinar la reactividad cruzada incluyen ensayos de fijacion estandares como
se describe en la presente, por ejemplo, mediante anadlisis de resonancia de
plasmones superficiales (SPR) Biacore™ usando un instrumento Biacore™ 2000 SPR
(Biacore AB, Uppsala, Suecia), o técnicas citométricas de flujo.

Como se usa en la presente, el término “natural” como se aplica a un objeto se
refiere al hecho de que un objeto se puede encontrar en la naturaleza. Por ejemplo,
una secuencia de polipéptidos o polinucle6tidos que esta presente en un organismo
(incluso virus) que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no se haya
modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio es natural.

Un "polipéptido" se refiere a una cadena que comprende al menos dos
residuos de aminoacidos ligados consecutivamente, sin limite superior en la longitud
de la cadena. Uno o mas residuos de aminoacidos en la proteina pueden contener una
modificacion, tal como, entre otros, glucosilacion, fosforilacion o formacién de puente
de disulfuro. Una "proteina" puede comprender uno o mas polipéptidos.

Como se usa en la presente, la expresion “molécula de acido nucleico”
pretende incluir moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de &cido
nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria y puede ser cADN.

También se proporcionan “modificaciones de secuencias conservadoras” de las
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secuencias establecidas en la presente, por ejemplo, en la Tabla 11, tal como en SEQ
ID NO: 13-191, es decir, las modificaciones de la secuencia de aminoacidos y
nucleétidos no anulan la fijacion del anticuerpo codificado por la secuencia de
nucleotidos, o que contiene la secuencia de aminoacidos, al antigeno. Tales
modificaciones de secuencias conservadoras incluyen sustituciones de aminoacidos y
nucledtidos conservadoras y adiciones y eliminaciones de aminoacidos y nucleétidos.
Por ejemplo, las modificaciones se pueden introducir en una secuencia en la Tabla 11,
por ejemplo, SEQ ID NO: 13-191, mediante técnicas estandares conocidas en el
estado de la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada
por PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras incluyen aquellas en donde
el residuo de aminoacido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar. Se han definido en el estado de la técnica familias de residuos
de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas
laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales
ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales
aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por ende, un
residuo de aminoacidos no esenciales previsto en un anticuerpo anti-GITR se
reemplaza, preferentemente, con otro residuo de aminoacidos de la misma familia de
cadenas laterales. Los métodos para identificar sustituciones conservadoras de
aminoacidos y nucledétidos que no eliminan la fijacién al antigeno son conocidas en el
estado de la técnica (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1180-1187
(1993); Kobayashi et al. Protein Eng. 12(10):879-884 (1999); y Burks et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)). De manera alternativa, en otra forma de
realizacion, las mutaciones se pueden introducir de manera aleatoria a lo largo de toda
la secuencia que codifica el anticuerpo anti-GITR o una parte de aquella, por ejemplo,
mediante mutagénesis de saturacién, y los anticuerpos anti-GITR modificados
resultantes se pueden analizar para determinar la actividad de fijacion.

Para los acidos nucleicos, la expresion “homologia sustancial” indica que dos
acidos nucleicos, o secuencias designadas de estos, cuando se alinean o comparan
de manera Optima, son idénticos, con inserciones o eliminaciones de nucleétidos

adecuadas, en al menos alrededor de 80 % de los nucledtidos, en general, al menos
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alrededor de 90 % a 95 %, y con mayor preferencia, al menos alrededor de 98 % a
99,5 % de los nucledtidos. De manera alternativa, la homologia sustancial existe
cuando los segmentos se hibridaran, en condiciones de hibridacion selectiva, en el
complemento de la cadena.

Para los polipéptidos, la expresion “homologia sustancial” indica que dos
polipéptidos, o secuencias designadas de estos, cuando se alinean o comparan de
manera optima, son idénticos, con inserciones o eliminaciones de aminoacidos
adecuadas, en al menos alrededor de 80 % de los aminoacidos, en general, al menos
alrededor de 90 % a 95 %, y con mayor preferencia, al menos alrededor de 98 % a
99,5 % de los aminoacidos.

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion de la
cantidad de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
homologia = cant. de posiciones idénticas / cant. total de posiciones x 100), teniendo
en cuenta la cantidad de espacios y la longitud de cada espacio, datos que deben
incorporarse para una alineacién 6ptima de las dos secuencias. La comparacion de
secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias
pueden lograrse usando un algoritmo matematico, como se describe en los ejemplos
no limitativos que se indican mas adelante.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se puede
determinar con el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP, un peso de espacio de 40,
50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o0 6. El porcentaje de identidad
entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos también se puede determinar con
el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) que se incorpord en el
programa ALIGN (versién 2.0), usando una tabla de residuo de peso PAM120,
penalidad por longitud de espacio de 12 y penalidad por espacio de 4. Ademas, el
porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar
mediante el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) que
se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso
de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3,4, 50 6.

La secuencia de acidos nucleicos y proteinas descritas en la presente también
puede usarse como una “secuencia incégnita” para llevar a cabo busquedas en bases
de datos publicas, por ejemplo, para identificar secuencias relacionadas. Dichas

busquedas pueden llevarse a cabo con los programas NBLAST y XBLAST (version
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2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas de nucledtidos
con BLAST pueden llevarse a cabo con el programa NBLAST, calificacion = 100,
longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homélogas a las
moléculas de acidos nucleicos descritas en la presente. Las busquedas de proteinas
con BLAST pueden llevarse a cabo con el programa XBLAST, calificacién = 50,
longitud de palabra = 3, para obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a las
moléculas de proteinas descritas en la presente. A fin de obtener alineaciones
espaciadas para fines comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST como se
describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se
utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros
predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).
Véase www.ncbi.nim.nih.gov.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado
celular o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido
nucleico esta "aislado" o "se vuelve sustancialmente puro" cuando se purifica de otros
componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otras proteinas o acidos
nucleicos celulares (por ejemplo, las otras partes del cromosoma), mediante técnicas
estdndares, que incluyen el tratamiento con SDS/alcalino, bandas de CsCl,
cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otras técnicas conocidas
en el estado de la técnica. Véase, F. Ausubel, et al., ed. Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987).

Los acidos nucleicos, por ejemplo, cADN, pueden ser mutados, de acuerdo con
las técnicas estandares para proporcionar secuencias de genes. Para secuencias
codificantes, estas mutaciones pueden afectar la secuencia de aminoacidos como se
desee. En particular, se contemplan secuencias de ADN sustancialmente homologas a
cambios de las constantes V, D, J nativas o que derivan de estas, y otras secuencias
descritas en la presente (en donde "derivar" indica que una secuencia es idéntica o
esta modificada de otra secuencia).

Como se usa en la presente, el término “vector” se refiere a una molécula de
acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al cual se liga. Un tipo de
vector es un “plasmido” que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular al cual se
pueden ligar segmentos de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, en donde se
pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Determinados
vectores son capaces de replicarse de manera auténoma en una célula huésped en la

que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de
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replicacion bacteriano y vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (por
ejemplo, vectores no episomales de mamiferos) se pueden integrar en el genoma de
una célula huésped luego de la introduccién en la célula huésped y, de este modo, se
replican junto con el genoma huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de
dirigir la expresion de genes a los que se ligan operativamente. Estos vectores se
denominan en la presente “vectores de expresion recombinante” (o simplemente
“vectores de expresion”). En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas
de ADN recombinante son, a menudo, en forma de plasmidos. En la presente memoria
descriptiva, “plasmido” y “vector” se pueden usar de manera indistinta ya que el
plasmido es la forma de vector mas comunmente usada. Sin embargo, también se
incluyen otras formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (por
ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus asociado a adeno de replicacion defectuosa),
que tienen funciones equivalentes.

Como se usa en la presente, la expresion “célula huésped recombinante” (o
simplemente “célula huésped’) se refiere a una célula que comprende un acido
nucleico que no esta naturalmente presente en la célula, y quizas una célula en la que
se introdujo un vector de expresién recombinante. Cabe destacar que los términos se
refieren no solo a la célula sujeto particular, sino también a la progenie de esa célula.
Dado que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones posteriores
debido a mutaciones o influencias ambientales, es posible que la progenie no sea, de
hecho, idéntica a la célula de origen, pero aun asi esta incluida en el alcance de la
expresion "célula huésped" que se usa en la presente.

Como se usa en la presente, el término “antigeno” se refiere a cualquier
sustancia inmunogénica sintética o natural, tal como una proteina, un péptido o un
hapteno. Un antigeno puede ser GITR o un fragmento de este. Un antigeno también
puede ser un antigeno tumoral, contra el cual se prefieren respuestas inmunitarias
protectoras o terapéuticas, por ejemplo, antigenos expresados por una célula tumoral
(por ejemplo, en una vacuna en combinacion con un anticuerpo anti-GITR). Los
antigenos incluyen antigenos asociados a tumores para la prevencion o el tratamiento
de tipos de cancer. Los ejemplos de antigenos asociados a tumores incluyen, entre
otros, secuencias que comprenden todas las secuencias de BhCG, gp100 o Pmel17,
HER2/neu, WT1, mesotelina, CEA, gp100, MART1, TRP-2, melan-A, NY-ESO-1, NY-
BR-1, NY-CO-58, MN (gp250), idiotipo, MAGE-1, MAGE-3, MAGE-A3, tirosinasa,
telomerasa y antigenos SSX2 y MUC-1 o una parte de aquellas, y los antigenos

tumorales derivados de la célula germinal. Los antigenos asociados a tumores también
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incluyen los antigenos del grupo sanguineo, por ejemplo, antigenos Le?, Le®, LeX,
LeY, H-2, B-1, B-2. De manera alternativa, mas de un antigeno se puede incluir en un
constructo. Por ejemplo, un antigeno MAGE se puede combinar con otros antigenos,
tales como melanina A, tirosinasa y gp100, junto con adyuvantes, tales como GM-CSF
0 IL-12, y se puede ligar a un anticuerpo anti-APC.

Las secuencias de los antigenos anteriores son conocidas en el estado de la
técnica. Por ejemplo, un ejemplo de una secuencia de cADN de MAGE-3 se
proporciona en US 6.235.525 (Ludwig Institute for Cancer Research); los ejemplos de
secuencias de acidos nucleicos y proteinas de NY-ESO-1 se proporcionan en US
5.804.381 y US 6.069.233 (Ludwig Institute for Cancer Research); los ejemplos de
secuencias de acidos nucleicos y proteinas de Melan-A se proporcionan en US
5.620.886 y US 5.854.203 (Ludwig Institute for Cancer Research); los ejemplos de
acidos nucleicos y proteinas de NY-BR-1 se proporcionan en US 6.774.226 y US
6.911.529 (Ludwig Institute for Cancer Research) y los ejemplos de acidos nucleicos
de NY-CO-58 y proteinas se proporcionan en WO 02090986 (Ludwig Institute for
Cancer Research); un ejemplo de una secuencia de aminoacidos para la proteina
HER-2/neu esta disponible en GENBANK® N.° de acceso AAA58637; y una secuencia
de nucledtidos (MRNA) para el antigeno carcinoembriénico humano tipo 1 (CEA-1)
esta disponible en GENBANK® N.° de acceso NM020219.

Una “respuesta inmunitaria” se refiere a una respuesta biolégica dentro de un
vertebrado contra agentes exdgenos, cuya respuesta protege el organismo contra
estos agentes y enfermedades causados por ellos. Una respuesta inmunitaria esta
mediada por la accién de una célula del sistema inmunitario (por ejemplo, un linfocito
T, linfocito B, células natural killer (NK), macréfagos, eosindfilos, mastocitos, células
dendriticas o neutrofilos) y macromoléculas solubles producidas por cualquiera de
estas células o el higado (que incluye anticuerpos, citocinas y complementos) que
producen direccionamiento selectivo, fijacion, dafios, destrucciéon y/o eliminacion del
cuerpo del vertebrado de patdgenos invasores, células o tejidos infectados con
patdgenos, ceélulas cancerosas u otras células anormales, o, en casos de
autoinmunidad o inflamacion patolégica, células o tejidos humanos normales. Una
reaccion inmunitaria incluye, por ejemplo, la activacion o inhibicién de un linfocito T,
por ejemplo, un linfocito T efector o un linfocito Th, tal como un linfocito T CD4+ o
CD8+ T, o la inhibicién de un linfocito Treg.

Un “inmunomodulador” o “inmunorregulador” se refiere a un agente, por

ejemplo, un componente de una via de sefializacion, que puede incluir modular,
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regular o modificar una respuesta inmunitaria. “Modular”, “regular” o “modificar’ una
respuesta inmunitaria se refiere a cualquier alteracion en una célula del sistema
inmunitario o en la actividad de esa célula (por ejemplo, un linfocito T efector). La
modulacion incluye la estimulacién o la supresion del sistema inmunitario que se
puede manifestar mediante un aumento o una disminucién en la cantidad de diversos
tipos celulares, un aumento o una disminucién en la actividad de estas células, o
cualquier otro cambio que pueda ocurrir dentro del sistema inmunitario. Los
inmunomoduladores inhibidores y estimuladores se identificaron, algunos de los cuales
pueden tener una funcién mejorada en un microentorno tumoral. En formas de
realizacion preferidas, el inmunomodulador se ubica en la superficie de un linfocito T.
Una “diana inmunomoduladora” o “diana inmunorreguladora” es un inmunomodulador
que se dirige para la fijacion a una sustancia, un agente, una porcién, un compuesto o
una molécula, y cuya actividad se altera mediante la fijacion de estos. Las dianas
inmunomoduladoras incluyen, por ejemplo, receptores en la superficie de una célula
(“receptores inmunomoduladores”) y ligandos receptores (“ligandos
inmunomoduladores”).

“Inmunoterapia” se refiere al tratamiento de un sujeto que sufre de una
enfermedad, o se encuentra en riesgo de contraer o sufrir una recurrencia de aquella,
mediante un método que comprende inducir, mejorar, suprimir o, de otro modo,
modificar una respuesta inmunitaria.

“Terapia inmunoestimulante” o “terapia inmunoestimuladora” se refiere a una
terapia que aumenta (induce o mejora) una respuesta inmunitaria en un sujeto para,
por ejemplo, tratar el cancer.

“Potenciar una respuesta inmunitaria enddégena” significa aumentar la eficacia
o la potencia de una respuesta inmunitaria existente en un sujeto. Este aumento en
la eficacia y la potencia se puede alcanzar, por ejemplo, debilitando los mecanismos
que suprimen la respuesta inmunitaria del huésped enddégeno o estimulando los
mecanismos que mejoran la respuesta inmunitaria del huésped enddgeno.

“Linfocitos T efectores” (“Te") se refiere a linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T
CD4+ y CDB8+) con actividades citoliticas y linfocitos T colaboradores (Th) que
secretan citocinas y activan y dirigen otras células inmunitarias, pero no incluye
linfocitos T reguladores (linfocitos Treg). Los anticuerpos anti-GITR descritos en la
presente activan linfocitos Te¢, por ejemplo, linfocitos Ty CD4+ y CD8+.

Una mayor capacidad para estimular una respuesta inmunitaria o el sistema

inmunitario puede deberse a una mejor actividad agonista de los receptores
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coestimuladores de linfocitos T y/o una mejor actividad antagonista de los receptores
inhibidores. Una mayor capacidad para estimular una respuesta inmunitaria o el
sistema inmunitario se puede reflejar mediante un aumento en multiplos de ECsq 0 el
nivel maximo de actividad en un ensayo que mide una respuesta inmunitaria, por
ejemplo, un ensayo que mide cambios en la liberacién de citocina o quimiocina, la
actividad citolitica (determinada directamente en células diana o indirectamente
mediante la deteccién de CD107a o granzimas) y la proliferacion. La capacidad de
estimular una respuesta inmunitaria o la actividad del sistema inmunitario se puede
mejorar en al menos 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces 0 mas.

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo que comprende una regiéon
constante de la cadena pesada modificada tiene una actividad agonista mas potente,
con respecto al mismo anticuerpo que no comprende una region constante de la
cadena pesada modificada. La actividad agonista mejorada de un anticuerpo se puede
determinar, por ejemplo, como se muestra en los ejemplos, por ejemplo, midiendo el
nivel de la secrecion de IFN-y o IL-2 de los linfocitos T que entran en contacto con el
anticuerpo. La actividad agonista se puede mejorar en al menos 10 %, 30 %, 50 %, 75
%, 2 veces, 3 veces, 5 veces 0 mas, como se definid, mediante mayor liberacién de
citocina o mayor proliferacion en linfocitos T efectores; menor actividad de linfocitos T
reguladores si el acoplamiento en Treg reduce la funcién de Treg; o mayor reduccién
de Treg. Por ejemplo, la cantidad de IFN-y o IL-2 secretada de los linfocitos T
estimulados con un anticuerpo que comprende una region constante de la cadena
pesada modificada puede ser al menos 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5
veces 0 mas de linfocitos T estimulados con el mismo anticuerpo que no comprende
una region constante de la cadena pesada modificada.

Como se usa en la presente, el término “ligado” se refiere a la asociacion de
dos o mas moléculas. La ligadura puede ser covalente o no covalente. La ligadura
también puede ser genética (es decir, fusionada de manera recombinante). Las
ligaduras se pueden alcanzar usando una amplia variedad de técnicas reconocidas en
el estado de la técnica, tales como conjugacion quimica y produccion de proteinas
recombinantes.

Como se usa en la presente, "administrar” se refiere a la introduccion fisica de
una composicion que comprende un agente terapéutico a un sujeto, usando cualquiera
de los diversos métodos y sistemas de administracion conocidos por las personas del
oficio de nivel medio. Las vias de administracién preferidas para los anticuerpos

descritos en la presente incluyen las vias de administracién intravenosa,
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intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, espinal u otras vias de administracion
parenterales, por ejemplo, por inyeccion o infusion. La expresion “administracion
parenteral”, como se usa en la presente, significa modos de administracion diferentes
de la administracion entérica y topica, por lo general, mediante inyeccién, e incluye,
entre otras, la infusion y la inyeccion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intralinfatica, intralesional, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoide, intraespinal, epidural e intraesternal, y electroporacion in
vivo. De manera alternativa, un anticuerpo descrito en la presente se puede
administrar a través de una via no parenteral, tal como la via de administracion topica,
epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o topica.
La administracion también se puede realizar, por ejemplo, una vez, una pluralidad de
veces, y/o durante uno o mas periodos extendidos.

Como se usa en la presente, la expresion “respuesta mediada por linfocitos T”
se refiere a una respuesta mediada por linfocitos T, que incluyen linfocitos T efectores
(por ejemplo, linfocitos CD8") y linfocitos T colaboradores (por ejemplo, linfocitos
CD4"). Las respuestas mediadas por linfocitos T incluyen, por ejemplo, citotoxicidad y
proliferacion de linfocitos T.

Como se usa en la presente, la expresion “respuesta de linfocito T citotdxico
(CTL)” se refiere a una respuesta inmunitaria inducida por linfocitos T citotoxicos. Las
respuestas de CTL estan mediadas, en primer lugar, por linfocitos T CD8".

Como se usa en la presente, los términos “inhibir’ o “bloquear” (por ejemplo, en
referencia a la inhibicidn/el bloqueo de la fijacion de GITR-L a GITR en células) se
usan de manera indistinta y abarcan la inhibicién/el bloqueo parcial y completo. En
algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-GITR inhibe la fijacién de GITR-L a
GITR en al menos alrededor de 50 %, por ejemplo, alrededor de 60 %, 70 %, 80 %, 90
%, 95 %, 99 %, o 100 %, determinada, por ejemplo, como también se describe en la
presente. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-GITR inhibe la fijacion
de GITR-L a GITR en no mas de 50 %, por ejemplo, en alrededor de 40 %, 30 %, 20
%, 10 %, 5 % o 1 %, determinada, por ejemplo, como también se describe en la
presente.

Como se usa en la presente, la expresion “inhibir el crecimiento” de un tumor
incluye cualquier reduccion medible en el crecimiento de un tumor, por ejemplo, la
inhibicion del crecimiento de un tumor en al menos alrededor de 10 %, por ejemplo, al

menos alrededor de 20 %, al menos alrededor de 30 %, al menos alrededor de 40 %,
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al menos alrededor de 50 %, al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70
%, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de
99 % o0 100 %.

Como se usa en la presente, "cancer" se refiere a un grupo amplio de
enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado de células anormales
en el cuerpo. La divisidn celular desregulada puede generar la formacion de tumores o
células malignos que invaden los tejidos vecinos y puede hacer metastasis a partes
distantes del cuerpo a través del sistema linfatico o flujo sanguineo.

LT

Como se usa en la presente, los términos “tratar,” “que trata” y “tratamiento” se
refieren a cualquier tipo de intervencidon o proceso realizado en el sujeto, o la
administracion de un agente activo a este, con el fin de revertir, aliviar, mejorar, inhibir
0 enlentecer o prevenir la progresién, el desarrollo, la gravedad o la recurrencia de un
sintoma, una complicaciéon, una condicidén o indicios bioquimicos asociados con una
enfermedad. El tratamiento puede ser el de un sujeto que tiene una enfermedad o un
sujeto que no tiene una enfermedad (por ejemplo, para la profilaxis).

Un "cancer hematoldgico" incluye un linfoma, leucemia, mieloma o un cancer
linfoide y un cancer de bazo y de ganglios linfaticos. Los ejemplos de linfomas incluyen
linfomas de linfocitos B (un cancer hematoldgico de linfocitos B) y linfomas de linfocitos
T. Los linfomas de linfocitos B incluyen linfomas de Hodgkin y la mayoria de linfomas
de no Hodgkin. Los ejemplos no limitativos de linfomas de linfocitos B incluyen linfoma
difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosas, linfoma linfocitico de células pequenas (se superpone con la leucemia
linfocitica croénica), linfoma de células del manto (MCL), linfoma de Burkitt, linfoma
mediastinico de linfocitos B grandes, macroglobulinemia de Waldenstrém, linfoma
nodular de linfocitos B de la zona marginal, linfoma esplénico de la zona marginal,
linfoma intravascular de linfocitos B grandes, linfoma de efusién primaria,
granulomatosis linfomatoide. Los ejemplos no limitativos de linfomas de linfocitos T
incluyen linfoma extranodular de linfocitos T, linfoma cutaneo de linfocitos T, linfoma
anaplasico de células grandes y linfoma angioinmunoblastico de linfocitos T. Los tipos
de cancer hematolégicos también incluyen leucemia, tales como, entre otras, leucemia
secundaria, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide
cronica y leucemia linfoblastica aguda. Los tipos de cancer hematoldgicos también
incluyen mielomas, tales como, entre otros, mieloma multiple y mieloma multiple
quiescente. Otros tipos de cancer hematolégicos y/o asociados a linfocitos B o

linfocitos T estan incluidos en la expresion cancer hematoldgico.
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Las expresiones “dosis eficaz” o “dosificacion eficaz” se definen como una
cantidad suficiente para alcanzar o al menos parcialmente alcanzar un efecto deseado.
Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "una dosis terapéuticamente eficaz" de un
farmaco o agente terapéutico es cualquier cantidad de farmaco que, cuando se usa
solo o en combinacién con otro agente terapéutico, promueve la regresion de la
enfermedad que se manifiesta mediante una disminucion de la gravedad de los
sintomas de la enfermedad, un aumento de la frecuencia y duracion de los periodos
sin sintomas de la enfermedad, o la prevencién de disfunciones o discapacidades
causadas por la enfermedad. Una cantidad o una dosis terapéuticamente eficaz de un
farmaco incluye una "cantidad profilacticamente eficaz" o una "dosis profilacticamente
eficaz", que es cualquier cantidad de farmaco que, cuando se administra solo o en
combinacion con otro agente terapéutico a un sujeto en riesgo de desarrollar una
enfermedad o sufrir una recurrencia de la enfermedad, inhibe el desarrollo o
recurrencia de la enfermedad. La capacidad de un agente terapéutico de promover la
regresion de la enfermedad o inhibir el desarrollo o la recurrencia de la enfermedad se
puede evaluar usando varios métodos conocidos por la persona del oficio de nivel
medio, tales como en sujetos humanos durante los ensayos clinicos, en sistemas de
modelo de animales predictivos de la eficacia en humanos, o mediante el analisis de la
actividad del agente en ensayos in vitro.

A modo de ejemplo, un agente contra el cancer es un farmaco que promueve la
regresion del cancer en un sujeto. En formas de realizacion preferidas, una cantidad
terapéuticamente eficaz de farmaco promueve la regresion del cancer al punto de
eliminar el cancer. "Promover la regresion del cancer" significa que administrar una
cantidad eficaz de farmaco, solo o en combinacién con un agente antineoplasico,
produce una reduccion en el crecimiento tumoral o el tamafio del tumor, la necrosis del
tumor, una disminucion de la gravedad de al menos un sintoma de la enfermedad, un
aumento de la frecuencia y duracion de los periodos sin sintomas de la enfermedad, la
prevencion de disfunciones o discapacidad causadas por la enfermedad, o de otro
modo, la mejora de los sintomas de la enfermedad en el paciente. Ademas, los
términos "eficaz" y "eficacia" con respecto al tratamiento incluyen la eficacia
farmacoldgica y la seguridad fisiolégica. La eficacia farmacolégica se refiere a la
capacidad del farmaco para promover la regresion del cancer en el paciente. La
seguridad fisiologica se refiere al nivel de toxicidad, u otros efectos fisioldgicos
adversos a nivel celular, organico y/o del organismo (efectos adversos) que resultan

de la administracion del farmaco.
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A modo de ejemplo, para el tratamiento de tumores, una dosis o cantidad
terapéuticamente eficaz del farmaco inhibe, preferentemente, el crecimiento celular o
tumoral en al menos alrededor de 20 %, con mayor preferencia, al menos alrededor de
40 %, aun con mayor preferencia, al menos alrededor de 60 % y, aun con mayor
preferencia, al menos alrededor de 80 % con respecto a los sujetos sin tratar. En las
formas de realizacion de maxima preferencia, una dosis o cantidad terapéuticamente
eficaz del farmaco inhibe totalmente el crecimiento celular o tumoral, es decir, inhibe,
preferentemente, el crecimiento celular o tumoral en 100 %. La capacidad de un
compuesto de inhibir el crecimiento tumoral se puede evaluar usando los ensayos
descritos a continuacion. De manera alternativa, esta propiedad de una composicion
se puede evaluar analizando la capacidad del compuesto de inhibir el crecimiento
celular, tal inhibicién se puede medir in vitro, mediante ensayos conocidos por las
personas del oficio de nivel medio. En otras formas de realizacién preferidas descritas
en la presente, la regresion tumoral se puede observar y puede continuar durante un
periodo de al menos 20 dias, con mayor preferencia, al menos alrededor de 40 dias, o
aun con mayor preferencia, al menos alrededor de 60 dias.

El término “paciente” incluye sujetos humanos y otros sujetos mamiferos que
reciben tratamiento profilactico o terapéutico.

Como se usa en la presente, el término “sujeto” incluye cualquier ser humano o
un animal no humano. Por ejemplo, los métodos y las composiciones descritas en la
presente se pueden usar para tratar un sujeto que tiene cancer. La expresién “animal
no humano” incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos,
tales como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

Como se usa en la presente, los términos "ug" y "uM" se usan de manera
indistinta con "ug" y "uM".

Varios aspectos descritos en la presente se describen en mayor detalle en las

siguientes subsecciones.

l. Anticuerpos anti-GITR

Se describen en la presente anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos totalmente
humanos, que se caracterizan mediante caracteristicas y propiedades funcionales
particulares. Por ejemplo, los anticuerpos se fijan especificamente a GITR humano. De
manera adicional, los anticuerpos tienen reactividad cruzada con GITR de uno o0 mas
primates no humanos, tales como GITR de Macaca fascicularis.

Ademas de fijarse especificamente a GITR humano soluble y/o unido a la
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membrana, los anticuerpos descritos en la presente exhiben una o mas de las
siguientes propiedades funcionales:

(a) se fijan a GITR de Macaca fascicularis;

(b) estimulan o mejoran una respuesta inmunitaria;

(c) activan linfocitos T (como se muestra, por ejemplo, mediante la secrecion
de citocina y/o la proliferacién mejoradas);

(d) inhiben la fijacion de GITRL a GITR en células 3A9-hGITR;

(e) inhiben parcialmente, como maximo, la fijacién del ligando GITR a GITR en
linfocitos T activados;

(f) se fijan a un epitopo conformacional en la porcién del terminal N de GITR
humano;

(9) se fijan a GITR humano glucosilado y no glucosilado; y

(h) tienen actividad agonista en ausencia de la fijacién de un receptor Fc, pero
en donde la fijacién a un receptor Fc también mejora la actividad agonista.

Preferentemente, los anticuerpos anti-GITR se fijan a GITR con alta afinidad,
por ejemplo, con una Kp de 107 M o menos, 10® M o menos, 10° M o menos, 10 M
o menos, 10" M o menos, 10" M o menos, 10> Ma 10" M, 10" Ma 10" M, 10" M
a 10" Mo 10° M a 107 M. En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-GITR
se fija a GITR humano soluble, por ejemplo, como se determiné mediante Biacore, con
una Kp de 107 M o menos, 10® M o menos, 10° M (1 nM) o menos, 10"° M o menos,
10" Ma 10’ M, 10" Ma 10" M, 10" Ma 10" M, 10°Ma 10" Mo 10° M a 107 M.
En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-GITR se fija a GITR humano
unido (por ejemplo, unido a la membrana celular), tal como linfocitos T humanos
activados, por ejemplo, como se determind mediante citometria de flujo y
representacion de Scatchard, con una Kp de 107 M o menos, 10® M o menos, 10° M
(1 nM) o menos, 10" M o menos, 10" M a 10" M, 10" Ma 10® M, 10" M a 10® M,
10°Ma10®M, 10" M a 10° Mo 10" M a 10° M. En algunas formas de realizacion,
un anticuerpo anti-GITR se fija a GITR humano unido (por ejemplo, unido a la
membrana celular), tal como linfocitos T humanos activados, por ejemplo, como se
determiné mediante FACS, con un ECs, de 107 M 0 menos, 10® M o menos, 10° M (1
nM) o menos, 10" M o menos, 10> Ma 10" M, 10" Ma 10 M, 10" M a 10® M, 10°
*Ma10®M, 10" Ma10° Mo 10" M a 10®° M. En algunas formas de realizacion, un
anticuerpo anti-GITR se fija a GITR humano soluble con una Kp de 107 M o menos,
10® M o menos, 10° M (1 nM) o menos, 10" M o menos, 10> M a 10" M, 10" M a
10"M, 10" Ma 10" M, 10°Ma 10" Mo 108 Ma 10" M, y a GITR humano unido a la
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membrana celular con una Kp o ECso de 107 M o menos, 10® M o menos, 10° M (1
nM) o menos, 107 M o menos, 10" M a 10" M, 10" Ma 10 M, 10" M a 10® M, 10°
*Ma10®M,10"Ma10°Mo 10" Ma 10° M.

Los anticuerpos anti-GITR se pueden fijar a GITR de Macaca fascicularis, por
ejemplo, a GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECs, de 100 nM o menos, 10 nM o menos, 100 nM a 0,01 nM, 100 nM a 0,1 nM, 100
nMa1nMo 10 nM a 1 nM, por ejemplo, como se midié mediante FACS (por ejemplo,
como se describe en los ejemplos).

Los anticuerpos anti-GITR pueden estimular o mejorar una respuesta
inmunitaria, por ejemplo, activando linfocitos T, limitando la supresion de linfocitos T
efectores mediante linfocitos Treg, reduciendo y/o inhibiendo linfocitos Treg tumorales
y/o activando células NK, por ejemplo, en el tumor. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
GITR pueden activar o coestimular los linfocitos Tt como se muestra, por ejemplo,
mediante secrecién mejorada de citocina (por ejemplo, IL-2 e IFN-y) y/o proliferacion
mejorada. En algunas formas de realizacién, se proporciona estimulacion de CD3. En
algunas formas de realizacién, un anticuerpo GITR aumenta la secrecién de IL-2 por
un factor de 50 %, 100 % (es decir, 2 veces), 3 veces, 4 veces, 5 veces 0 mas,
opcionalmente con un maximo de hasta 10 veces, 30 veces, 100 veces, como se
midié, por ejemplo, en linfocitos T humanos primarios o linfocitos T que expresan GITR
humano (por ejemplo, como también se describe en los ejemplos). En algunas formas
de realizacién, un anticuerpo GITR aumenta la secrecion de IFN-y por un factor de 50
%, 100 % (es decir, 2 veces), 3 veces, 4 veces, 5 veces 0 mas, opcionalmente con un
maximo de hasta 10 veces, 30 veces, 100 veces, como se midid, por ejemplo, en
linfocitos T humanos primarios o linfocitos T que expresan GITR humano (por ejemplo,
como también se describe en los ejemplos).

Los anticuerpos anti-GITR pueden inhibir la fijacion de GITRL humano a GITR
humano en células, por ejemplo, células 3A9 que expresan GITR humano, por
ejemplo, con un ECso de 10 pg/ml o0 menos, 1 pyg/ml o menos, 0,01 pg/ml a 10 ug/ml,
0,1 pg/mla 10 pyg/ml 0 0,1 pg/ml a 1 pg/ml (véase el Ejemplo 5).

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR, como maximo,
solo inhiben parcialmente la fijacion de GITRL humano a GITR humano en células, por
ejemplo, linfocitos T activados (véase el Ejemplo 5).

Los anticuerpos Anti-GITR se pueden fijar a un epitopo, por ejemplo, un
epitopo conformacional en la porcién del terminal N de GITR humano, por ejemplo, un

epitopo ubicado entre los aminoacidos 1 a 39 de GITR humano maduro (véase el
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Ejemplo 9), como se determind, por ejemplo, mediante la fijacion de los anticuerpos a
fragmentos de GITR humano, por ejemplo, fragmentos nativos (es decir, no
desnaturalizados) de GITR humano. Los anticuerpos anti-GITR se pueden fijar a los
aminoacidos 1 a 20 de GITR humano maduro, o a un epitopo ubicado en aquellos,
como se determind, por ejemplo, mediante la fijacion de los anticuerpos a los
fragmentos de GITR humano, por ejemplo, fragmentos nativos (es decir, no
desnaturalizados) de GITR humano, y luego mediante escisidon enzimatica o mediante
HDX (véanse los Ejemplos 11 y 12, respectivamente). Los anticuerpos anti-GITR se
pueden fijar a aminoacidos 3 a 20 de GITR humano maduro, 0 a un epitopo en
aquellos, (PTGGPGCGPGRLLLGTGT, SEQ ID NO: 217). Los anticuerpos anti-GITR
se pueden fijar a los aminoacidos 3 a 20 y a los aminoacidos 33 a 40 de GITR humano
maduro, 0 a un epitopo en aquellos, es decir, secuencias de aminoacidos
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218). En
algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR se fijan a GITR humano
glucosilado y no glucosilado. En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-
GITR se fijan a las secuencias de aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID
NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218), como se determind mediante HDX, por
ejemplo, usando el protocolo establecido en los ejemplos.

Los anticuerpos anti-GITR pueden competir para la fijacibn a GITR con (o
inhibir la fijacion de) los anticuerpos anti-GITR que comprenden CDR o regiones
variables descritas en la presente, por ejemplo, 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1,
9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10, y/o 6G10. En algunas formas de
realizacion, los anticuerpos anti-GITR inhiben la fijacién de 28F3, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7,
14E3, 19H8, 19D3, 18E10 y/o 6G10 a GITR humano en al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%. En algunas formas de realizacion, 28F3,
3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o
6G10 inhiben la fijacién de los anticuerpos anti-GITR a GITR humano en al menos
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%. En algunas formas de
realizacion, los anticuerpos anti-GITR inhiben la fijacion de 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6,
8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/0 6G10 a GITR humano en
al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% y 28F3, 3C3-1,
3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10 inhibe
la fijacion de los anticuerpos anti-GITR a GITR humano en al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% (por ejemplo, compite en ambas

direcciones).
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En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR inducen o mejoran
la activacion de linfocitos T sin requerir reticulacion multivalente, como se determino,
por ejemplo, por la falta de fijacidon a FcR. En algunas formas de realizacion, los
anticuerpos anti-GITR son multivalentes, por ejemplo, bivalentes. En algunas formas
de realizacion, los anticuerpos anti-GITR no son monovalentes. Se mostré en la
presente que los fragmentos F’(ab)2 son mas eficaces que los fragmentos Fab en la
activacion de linfocitos T (véanse los ejemplos).

En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR no necesitan
reticulacion a través de receptores Fc para su actividad agonista, sin embargo, la
reticulacion de los receptores Fc mejora su actividad agonista con respecto al mismo
anticuerpo que no se fija a los receptores Fc.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR tienen 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 0 12 de las siguientes caracteristicas:

(1) se fijan a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o
menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
Biacore;

(2) se fijan a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
Ko de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midi6 mediante Scatchard;

(3) se fijan a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECs, de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midi6 mediante FACS;

(4) se fijan a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, se fijja a GITR
de Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con ECs, de 10 nM
o0 menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), como se midié mediante FACS;

(5) inducen o mejoran la activacion de linfocitos T, tal como en
presencia del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de
concentraciones anti-CD3 subdptimas), como se demostré mediante (i) el
aumento de la produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR
y/o (ii) la mejora en la proliferacion de linfocitos T;

(6) inducen o mejoran la activacion de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) tienen actividad agonista en ausencia de la fijacién a un receptor Fc,
pero en donde la fijacién a un receptor Fc también mejora la actividad agonista;

(8) inhiben la fijacion del ligando GITR a GITR, por ejemplo, con ECx
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de 1 pg/ml o menos, segun se mide mediante FACS, por ejemplo, en un

ensayo con células 3A9-hGITR;

(9) inhiben parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a

GITR en linfocitos T activados;

(10) se fijan a un epitopo conformacional en GITR humano maduro

(SEQ ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de

aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE

(SEQ ID NO: 218);

(11) se fijan a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y

ligadoa N;y

(12) compiten en cualquier direccion o en ambas direcciones para la
fijacion de GITR humano con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2,
14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10.

Los anticuerpos anti-GITR también pueden inducir la internalizacion de GITR
en linfocitos T activados, por ejemplo, linfocitos T CD4+ y CD8+, por ejemplo, durante
10, 30 0 60 minutos, y la posterior transduccién de senales, por ejemplo, activacion (es
decir, fosforilacion) de p65 NF-kB y p38 MAPquinasa.

En consecuencia, un anticuerpo que exhibe una o mas de estas propiedades
funcionales (por ejemplo, bioquimicas, inmunoquimicas, celulares, fisiolégicas u otras
actividades bioldgicas, o similares) como se determiné de acuerdo con las
metodologias conocidas en el estado de la técnica y descritas en la presente, se
relacionara con una diferencia estadisticamente significativa en la actividad particular
con respecto a aquella presente en ausencia del anticuerpo (por ejemplo, o cuando un
anticuerpo de control de especificidad irrelevante se encuentra presente).
Preferentemente, los aumentos inducidos por anticuerpos anti-GITR en un parametro
medible (por ejemplo, proliferacion de linfocitos T, produccion de citocina) producen un
aumento estadisticamente significativo en al menos 10 % del parametro medible, con
mayor preferencia, en al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
100% (es decir, 2 veces), 3 veces, 5 veces o 10 veces, y en algunas formas de
realizacion preferidas, un anticuerpo descrito en la presente puede aumentar el
parametro medible en mas de 92%, 94%, 95%, 97%, 98%, 99%, 100% (es decir, 2
veces), 3 veces, 5 veces 0 10 veces. Por el contrario, las disminuciones inducidas por
anticuerpos anti-GITR en un parametro medible (por ejemplo, volumen tumoral, fijacion
de GITR-L a GITR, cantidad de linfocitos T reguladores en tumores) producen una

disminucion estadisticamente significativa en al menos 10% del parametro medible,
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con mayor preferencia, en al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%, v,
en algunas formas de realizacién, un anticuerpo descrito en la presente puede
disminuir el parametro medible en mas de 92%, 94%, 95%, 97%, 98% 0 99%.

Los ensayos estandares para evaluar la capacidad de fijaciéon de los
anticuerpos a GITR de diversas especies son conocidos en el estado de la técnica,
que incluyen, por ejemplo, ELISA, transferencia Western y RIA. Los ensayos
adecuados se describen en detalle en los ejemplos. La cinética de fijacién (por
ejemplo, afinidad de fijacién) de los anticuerpos también se puede evaluar mediante
ensayos estandares conocidos en el estado de la técnica, tales como mediante
analisis Biacore. Los ensayos para evaluar los efectos de los anticuerpos en
propiedades funcionales de GITR (por ejemplo, fijacion al ligando, proliferacion de
linfocitos T, produccién de citocina) se describen en mayor detalle a continuacién y en
los ejemplos.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR no son
anticuerpos nativos o no son anticuerpos naturales. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
GITR tienen modificaciones posteriores a la traduccion que son diferentes de aquellos
anticuerpos que son naturales, tales como tener mas, menos o un tipo diferentes de

modificacion posterior a la traduccion.

| Ejemplos de anticuerpos anti-GITR

Los anticuerpos particulares descritos en la presente son anticuerpos, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales, que tienen las secuencias CDR y/o de la region
variable de anticuerpos 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10,
aislados y estructuralmente caracterizados como se describe en el Ejemplo 1, y los
anticuerpos que tienen al menos 80% de identidad (por ejemplo, al menos 85%, al
menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% de identidad) a sus secuencias de la
region variable o CDR. Las secuencias de aminoacidos de Vy de 28F3, 19D3, 18E10,
3C3 (3C3-1y 3C3-2), 2G6, 8A6, 9G7 (9G7-1y 9G7-2), 14E3, 19H8 (19H8-1 y 19H8-2)
y 6G10 se indican en SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de V|, de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-
1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10 se muestran en
SEQ ID NO: 14, 27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336, respectivamente.

En consecuencia, se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, o una
porcion de fijacion al antigeno de estos, que comprenden regiones variables de la

cadena liviana y pesada, en donde la region variable de la cadena pesada comprende
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una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335.

También se proporcionan anticuerpos aislados, o porciones de fijacién al
antigeno de estos, que comprenden regiones variables de la cadena liviana y pesada,
en donde la region variable de la cadena liviana comprende una secuencia de

aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, 27, 40, 53, 54,

72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336.

Se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, o una porcion de fijacién

al antigeno de estos, que comprenden:

(a) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente;

(b) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente;

(c) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 39y 40, respectivamente;

(d) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 52 y 53, respectivamente;

(e) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 52 y 54, respectivamente;

(f) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 71y 72, respectivamente;

(g) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 84 y 85, respectivamente;

(h) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 97 y 98, respectivamente;

(i) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 97 y 99, respectivamente;

(j) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 115y 116, respectivamente;

(k) secuencias de las regiones variables de la
comprenden SEQ ID NO: 128 y 129, respectivamente;

(I) secuencias de las regiones variables de la

comprenden SEQ ID NO: 128 y 130, respectivamente; o

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

cadena liviana y pesada que

(m) secuencias de las regiones variables de la cadena liviana y pesada que

comprenden SEQ ID NO: 335y 336, respectivamente.
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Los anticuerpos anti-GITR pueden comprender CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana y pesada de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-
2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10, o combinaciones de estos. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1 de Vy de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3 (3C3-1 y 3C3-2), 2G6, 8AG,
9G7 (9G7-1 y 9G7-2), 14E3, 19H8 (19H8-1 y 19H8-2) y 6G10 se indican en SEQ ID
NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y 342, respectivamente. Las secuencias de
aminoacidos de CDR2 de Vy de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3 (3C3-1 y 3C3-2), 2G6, 8A6,
9G7 (9G7-1 y 9G7-2), 14E3, 19H8 (19H8-1 y 19H8-2) y 6G10 se indican en SEQ ID
NO: 21, 34, 47, 63, 79, 92, 107, 123, 139 y 343, respectivamente. Las secuencias de
aminoacidos de CDR3 de Vy de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3 (3C3-1 y 3C3-2), 2G6, 8A6,
9G7 (9G7-1 y 9G7-2), 14E3, 19H8 (19H8-1 y 19H8-2) y 6G10 se indican en SEQ ID
NO: 22, 35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344. Las secuencias de aminoacidos de
CDR1 de V. de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,
19H8-1, 19H8-2 y 6G10 se indican en SEQ ID NO: 23, 36, 49, 65, 68, 81, 94, 109, 112,
125, 141, 144 y 345, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de CDR2 de V|
de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2
y 6G10 se indican en SEQ ID NO: 24, 37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145y
346, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de CDR3 de V_ de 28F3, 19D3,
18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10 se
indican en SEQ ID NO: 25, 38, 51, 67, 70, 83, 96, 111, 114, 127, 143, 146 y 347,
respectivamente. Las regiones CDR se delinean con el sistema Kabat (Kabat, E. A., et
al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.% edicion, U.S.
Department of Health and Human Services, publicacién NIH N.° 91-3242).

Debido a que cada uno de estos anticuerpos se fija a GITR y que la
especificidad de fijacion al antigeno se proporciona, en primer lugar, a través de las
regiones CDR1, 2y 3, las secuencias CDR1, 2y 3 de V, y las secuencias CDR1, 2y 3
de V_ se pueden “mezclar y hacer coincidir’” (es decir, las CDR de diferentes
anticuerpos se pueden mezclar y hacer coincidir, a pesar de que cada anticuerpo debe
contener una CDR1, 2 y 3 de Vy y una CDR1, 2 y 3 de V) para crear otras moléculas
de fijacion a anti-GITR descritas en la presente. La fijacion a GITR de estos estos
anticuerpos “mezclados y coincidentes” se puede evaluar usando los ensayos de
fijacion descritos anteriormente y en los ejemplos (por ejemplo, ELISA).
Preferentemente, cuando las secuencias CDR de Vy se mezclan y se hacen coincidir,
las secuencias CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de Vy particular se

reemplaza por una secuencia CDR estructuralmente similar. Asimismo, cuando las
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secuencias CDR de V| se mezclan y se hacen coincidir, las secuencias CDR1, CDR2
y/o CDR3 de una secuencia V| particular se reemplaza, preferentemente, por una
secuencia CDR estructuralmente similar. Sera evidente para las personas del oficio de
nivel medio que las secuencias de Vy y V| novedosas se pueden crear sustituyendo
una o mas secuencia de regiones CDR de Vy y/o V| con secuencias estructuralmente
similares a las secuencias CDR descritas en la presente para los anticuerpos
monoclonales 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,
19H8-1, 19H8-2 y 6G10.

Se proporcionan en la presente anticuerpos aislados, o una porcion de fijacién
al antigeno de estos, que comprenden:

(@) una regién variable CDR1 de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 20,
33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y 342;

(b) una regién variable CDR2 de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 21,
34, 47,63, 79, 92, 107, 123, 139 y 343;

(c) una region variable CDR3 de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 22,
35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344;

(d) una regidn variable CDR1 de la cadena liviana que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 23,
36, 49, 65, 68, 81, 94, 109, 112, 125, 141, 144 y 345;

(e) una region variable CDR2 de la cadena liviana que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24,
37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145y 346; y

(f) una regién variable CDR3 de la cadena liviana que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 25,
38, 51, 67, 70, 83, 96, 111, 114, 127, 143, 146 y 347;

en donde el anticuerpo se fija especificamente a GITR humano.

En una forma de realizacion, el anticuerpo que comprende regiones variables
de la cadena liviana y pesada, en donde las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena pesada comprenden:

(a) SEQ ID NO: 20-22;

(b) SEQ ID NO: 33-35;

(c) SEQ ID NO: 46-48;
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(d) SEQ ID NO: 62-64;

(e) SEQ ID NO: 78-80;

(f) SEQ ID NO: 91-93;

(g) SEQ ID NO: 106-108;

(h) SEQ ID NO: 122-124;

(i) SEQ ID NO: 138-140; o

(j) SEQ ID NO: 342-344;

en donde el anticuerpo se fija especificamente a GITR humano.

En otra forma de realizacién, el anticuerpo comprende regiones variables de la
cadena liviana y pesada, en donde las regiones variable CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana comprenden:

(a) SEQ ID NO: 23-25;

(b) SEQ ID NO: 36-38;

(c) SEQ ID NO: 49-51;

(d) SEQ ID NO: 65-67;

(e) SEQ ID NO: 68-70;

(f) SEQ ID NO: 81-83;

(f) SEQ ID NO: 94-96;

(g) SEQ ID NO: 109-111;

(h) SEQ ID NO: 112-114;

(i) SEQ ID NO: 125-127;

() SEQ ID NO: 141-143;

(k) SEQ ID NO: 144-146; o

(I) SEQ ID NO: 345-347;

en donde el anticuerpo se fija especificamente a GITR humano.

En una forma de realizacion particular, el anticuerpo comprende regiones
variables de la cadena liviana y pesada, en donde:

(a) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 20-22, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 23-25, respectivamente;

(b) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 33-35, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 36-38, respectivamente;

(c) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 46-48, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
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y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 49-51, respectivamente;

(d) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 62-64, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 65-67, respectivamente;

(e) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 62-64, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 68-70, respectivamente;

(f) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 78-80, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 81-83, respectivamente;

(g) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 91-93, respectivamente, las regiones variables CDR1, CDR2
y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 94-96, respectivamente;

(h) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 106-108, respectivamente, las regiones variables CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 109-111,
respectivamente;

(i) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 106-108, respectivamente, las regiones variables CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 112-114,
respectivamente;

(j) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 122-124, respectivamente, las regiones variables CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 125-127,
respectivamente;

(k) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 138-140, respectivamente, las regiones variables CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 141-143,
respectivamente;

(I) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 138-140, respectivamente, las regiones variables CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 144-146,
respectivamente; o

(m) las regiones variables CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
comprenden SEQ ID NO: 342-344, respectivamente, las regiones variables CDR1,
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CDR2 y CDR3 de la cadena liviana comprenden SEQ ID NO: 345-347,
respectivamente;

en donde el anticuerpo se fija especificamente a GITR humano.

Un dominio VH, o una o mas CDR de este, descrito en la presente se puede
ligar a un dominio constante para formar una cadena pesada, por ejemplo, una cadena
pesada de longitud completa. De manera similar, un dominio VL, o una o mas CDR de
este, descrito en la presente se puede ligar a un dominio constante para formar una
cadena liviana, por ejemplo, una cadena liviana de longitud completa. Una cadena
pesada de longitud completa (con la excepcién de la lisina del terminal C (K) o con la
excepcion de la glicina y la lisina del terminal C (GK), que pueden estar ausentes) y
una cadena liviana de longitud completa se combinan para formar un anticuerpo de
longitud completa.

Un dominio VH descrito en la presente se puede fusionar al dominio constante
de una IgG humana, por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4, que son naturales o
modificadas, por ejemplo, como también se describe en la presente. Por ejemplo, un
dominio VH puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquier dominio VH
descrito en la presente fusionada a la siguiente secuencia de aminoacidos de 1gG1

humana:

ASTKGP SVFPLAPSSK STSGGTAALG CLVKDYFPEP VTVSWNSGAL TSGVHTFPAV
LQSSGLYSLS SVVTVPSSSL GTQTYICNVN HKPSNTKVDK RVEPKSCDKT HTCPPCPAPE
LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE
EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
SREEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD
KSRWQQGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPG (SEQ ID NO: 7)

El dominio constante de IgG1 humana también puede ser el de una variante
alotipica. Por ejemplo, una variante alotipica de 1IgG1 comprende un R107K, E189D y
M191L (subrayados anteriormente) y una numeracién de acuerdo con la de SEQ ID
NO: 7). En la region pesada de longitud completa, estas sustituciones de aminoacidos
se numeran R214K, E356D y M358L.

Un dominio VL descrito en la presente puede estar fusionado al dominio
constante de una cadena liviana Kappa o Lambda humana. Por ejemplo, un dominio
VL puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquier dominio VL descrito
en la presente fusionada a la siguiente secuencia de aminoéacidos de la cadena liviana

kappa de IgG1 humana:
RTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNEFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD
STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC (SEQ ID NO: 12)
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En algunas formas de realizacion, la region constante de la cadena pesada
comprende una lisina u otro aminoacido en el terminal C, por ejemplo, comprende los
siguientes ultimos aminoacidos: LSPGK (SEQ ID NO: 220) para la cadena pesada. En
algunas formas de realizacion, la region constante de la cadena pesada no tiene uno o
mas aminoacidos en el terminal C, y tiene, por ejemplo, la secuencia del terminal C
LSPG (SEQ ID NO: 276) o LSP.

Las secuencias de aminoacidos de los ejemplos de cadenas livianas y pesadas
se indican en la Tabla 11 y corresponden a SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43,
44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135,
227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362 para las cadenas pesadas y SEQ ID NO:
16, 19, 29, 32, 42, 45, 56, 57, 60, 61, 74, 87, 90, 101, 104, 105, 118, 121, 132, 133,
136, 137, 338, 341 y 371 para las cadenas livianas.

Las cadenas livianas y pesadas que comprenden una secuencia de
aminoacidos que es al menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75% o
70% idéntica a cualquiera de las cadenas livianas o pesadas indicadas en la Tabla 11
(o sus regiones variables), por ejemplo, SEQ ID NO: 13-19, 26-32, 40-45, 52-61, 71-
77, 84-90, 97-105, 116-121, 128-137, 227-275, 337-341, 348-352, 361, 362 y 371 se
pueden usar para formar anticuerpos GITR antihumano que tienen las caracteristicas
deseadas, por ejemplo, aquellas también descritas en la presente. Los ejemplos de
variantes son aquellos que comprenden una variacién alotipica, por ejemplo, en el
dominio constante, y/o una mutacion en las regiones variables o constantes, tales
como las mutaciones descritas en la presente. Las cadenas livianas y pesadas que
comprenden una secuencia de aminoacidos que difiere en, como maximo, 1-30, 1-25,
1-20, 1-15, 1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 o 1 aminoacidos (por sustitucion, adicion o
eliminacion) de cualquiera de las cadenas livianas o pesadas indicadas en la Tabla 11
(o sus regiones variables) se pueden usar para formar anticuerpos GITR antihumano
que tienen las caracteristicas deseadas, por ejemplo, aquellas también descritas en la
presente.

En diversas formas de realizacién, los anticuerpos descritos anteriormente
exhiben 1 omas, 2o mas, 3omas,4omas,5omas,6omas, 7omas, 8omas, 90
mas, 10 o mas, 11 o todas las siguientes propiedades funcionales:

(1) se fijan a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o
menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante

Biacore;

(2) se fijan a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
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Ko de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midi6 mediante Scatchard;

(3) se fijan a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECso de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié mediante FACS;

(4) se fijan a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, se fijan a GITR
de Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con un ECs, de 10
nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), como se midié mediante FACS;

(5) inducen o mejoran la activacion de linfocitos T, tal como en
presencia del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de
concentraciones anti-CD3 subdptimas), como se demostré mediante (i) el
aumento de la produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR
y/o (ii) la mejora en la proliferacién de linfocitos T;

(6) inducen o mejoran la activacion de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) inhiben la fijacion del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR,
por ejemplo, con ECsq de 1 ug/ml o menos, como se midié mediante FACS;

(8) inhiben parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a
GITR en linfocitos T activados;

(9) se fijan a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ
ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de
aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE
(SEQ ID NO: 218);

(10) se fijan a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y
ligado a N;

(11) tienen actividad agonista en ausencia de la fijacién a un receptor
Fc, pero en donde la fijaciébn a un receptor Fc también mejora la actividad
agonista; y

(12) compiten en cualquier direccion o en ambas direcciones, para
fijarse a GITR humano, con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2,
14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10.
Los anticuerpos incluyen, por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos

humanizados o anticuerpos quiméricos.

En una forma de realizacién, los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente

se fijan a GITR humano glucosilado (por ejemplo, glucosilacion ligada a N o ligada a
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O) y no glucosilado.

En una forma de realizacion, los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente
se fijan a un epitopo conformacional.

En una forma de realizacion, los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente
se fijan a residuos de aminoacidos en la siguiente regién de GITR humano maduro
(SEQ ID NO: 4):

QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE (SEQ ID NO: 215),
correspondiente a los residuos de aminoacidos 1-39 de las isoformas 1, 2 0 3 de GITR
humano maduro (SEQ ID NO: 4).

En una forma de realizacion, el anticuerpo anti-GITR descrito en la presente se
fija a residuos de aminoacidos en la siguiente region de GITR humano maduro (SEQ
ID NO: 4):

QRPTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 216),
correspondiente a los residuos de aminoacidos 1-20 de las isoformas 1, 2 0 3 de GITR
humano maduro (SEQ ID NO: 4).

En una forma de realizacion, el anticuerpo anti-GITR descrito en la presente se
fija a residuos de aminoacidos en las siguientes regiones de GITR humano maduro
(SEQ ID NO: 4):

PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218).

Dominios constantes de la cadena pesada modificados

Como se analiza en la presente, la region constante de la cadena pesada de
anticuerpos anti-GITR descrita en la presente puede ser de cualquier isotipo, por
ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4, o combinaciones de estos y/o modificaciones de
estos. Un anticuerpo anti-GITR puede tener una funcion efectora o puede tener una
funcion efectora reducida o no puede tenerla. En algunas formas de realizacion, los
anticuerpos anti-GITR comprenden una region constante de la cadena pesada
modificada que proporciona mejores propiedades al anticuerpo. Como se muestra en
los ejemplos, los anticuerpos anti-GITR, que tienen una regién constante de la cadena
pesada modificada que comprende una bisagra de IgG2, son agonistas mas potentes
con respecto a anticuerpos que tienen la misma region variable pero con una bisagra
de no IgG2. Por ejemplo, un anticuerpo que comprende una bisagra de 19G2, un
dominio CH2 y CH3 del isotipo 1gG1, y ya sea con o sin funcion efectora, tiene una
mejor actividad agonista segun se mide mediante la secreciéon mejorada de IFN-y e IL-

2 de los linfocitos T incubados con los anticuerpos. Sin pretender limitarse a un
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mecanismo de accion especifico, se supone que los anticuerpos anti-GITR que tienen
bisagras de IgG2 forman complejos anticuerpo/antigeno de mayor tamafio y se
internalizan mas eficazmente, lo que da como resultado un aumento de la actividad
agonista. Se cree que la formacion de complejos de mayor tamafo es el resultado de
una mayor rigidez de la bisagra de 1gG2 con respecto a las bisagras de otros isotipos
(por ejemplo, 1gG1, IgG3 e IgG4). Como se describe en los ejemplos, una actividad
agonista mejorada no pareciera estar relacionada con una mayor o menor afinidad del
anticuerpo. En consecuencia, en la presente se proporcionan anticuerpos anti-GITR
que tienen una region constante de la cadena pesada modificada, en donde los
anticuerpos anti-GITR tienen una actividad agonista mejorada, y en donde la afinidad
del anticuerpo con la region constante de la cadena pesada modificada se fija a GITR
con una afinidad similar a las mismas regiones variables, pero con una region
constante de la cadena pesada diferente.

En consecuencia, en la presente también se proporcionan métodos para
mejorar la actividad agonista de anticuerpos anti-GITR, que comprenden proporcionar
un anticuerpo anti-GITR que tiene una bisagra de no IgG2 y reemplazar la bisagra de
no IgG2 con una bisagra de IgG2. Los anticuerpos que se pueden beneficiar de esa
modificacion incluyen cualquier anticuerpo anti-GITR, tal como los que se conocen en
el estado de la técnica, por ejemplo, anticuerpo 6C8 o un anticuerpo humanizado que
tiene CDR de 6C8, como se describe, por ejemplo, en W0O2006/105021; un anticuerpo
descrito en W02011/028683, JP2008278814, KR20080105674, US20040072566,
US2001472565, US20140065152 o en W0O2015/031667.

En algunas formas de realizacién, una region constante de la cadena pesada
modificada comprende una bisagra del isotipo 1gG2 (una “bisagra de 1gG2”) y un
dominio CH1, CH2 y CH3. En algunas formas de realizacion, una region constante de
la cadena pesada modificada comprende una bisagra de IgG2 y un dominio CH1, CH2
y CH3, en donde al menos uno de los dominios CH1, CH2 y CH3 no es del isotipo
lgG2. La bisagra de IgG2 puede ser una bisagra de 1gG2 de tipo silvestre, por ejemplo,
una bisagra de 1gG2 humana de tipo silvestre (por ejemplo,
ERKCCVECPPCPAPPVAG; SEQ ID NO: 291) o una variante de aquella, siempre que
la bisagra de 1gG2 retenga la capacidad de conferir al anticuerpo una actividad
mejorada con respecto al mismo anticuerpo que comprende una bisagra de no IgG2.
En algunas formas de realizacion, una variante de la bisagra de IgG2 retiene una
rigidez o firmeza similar a la de una bisagra de IgG2 de tipo silvestre. La rigidez de una

bisagra se puede determinar, por ejemplo, mediante modelacién por computadora,
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microscopia electrénica, espectroscopia, tal como resonancia magnética nuclear
(RMN), cristalografia de rayos X (factores B) o ultracentrifugacion analitica de
velocidad de sedimentacion (AUC), para medir o comparar el radio de giro de
anticuerpos que comprenden la bisagra. Una bisagra puede tener una rigidez similar o
mayor con respecto a otra bisagra si un anticuerpo que comprende la bisagra tiene un
valor obtenido de una de las pruebas descritas en la oracion anterior que difiere del
valor del mismo anticuerpo con una bisagra diferente, por ejemplo, una bisagra de
IgG1, en menos de 5%, 10%, 25%, 50%, 75% o 100%. La persona del oficio de nivel
medio seria capaz de determinar a partir de las pruebas si una bisagra tiene al menos
una rigidez similar a la de otra bisagra mediante la interpretacion de los resultados de
esas pruebas. Un ejemplo de variante de la bisagra de IgG2 humana es una bisagra
de IgG2 que comprende una sustitucion de uno o mas de los cuatro residuos de
cisteina (es decir, C219, C220, C226 y C229). Una cisteina se puede reemplazar por
una serina. Una bisagra de IgG2 de ejemplo es una bisagra de IgG2 humana que
comprende una mutacién C219S (por ejemplo, ERKSCVECPPCPAPPVAG; SEQ ID
NO: 292). Otras variantes de la bisagra de 1gG2 que se pueden usar incluyen bisagras
de IgG2 humana que comprenden una sustitucion C220, C226 y/o C229, por ejemplo,
una mutacion C220S, C226S o C229S (que se puede combinar con una mutacion
C219S). Una bisagra de 1gG2 puede ser también una bisagra de IgG2 en donde una
porcion de la bisagra es la de otro isotipo (es decir, es una bisagra quimérica), siempre
que la rigidez de la bisagra quimérica es al menos similar a la de una bisagra de 19G2
de tipo silvestre. Por ejemplo, una bisagra de 1gG2 puede ser una bisagra de 1gG2 en
donde la bisagra inferior (como se define en la Tabla 2) es de un isotipo IgG1, y es, por
ejemplo, una bisagra inferior de IgG1 de tipo silvestre. Otras mutaciones de la bisagra
de IgG2 que se pueden usar en una bisagra de IgG2 incluyen las mutaciones SE
(S267E), SELF (S267E/L328F), SDIE (S239D/I1332E), SEFF y GASDALIE
(G236A/S239D/A330L/I1332E).

Una bisagra “hibrida” o “quimérica” se refiere a que es de un isotipo especifico
si mas de la mitad de los aminoacidos consecutivos de la bisagra son de ese isotipo.
Por ejemplo, se considera que una bisagra que tiene una bisagra superior e intermedia
de IgG2 y la bisagra inferior de IgG1 es una bisagra de IgG2.

En algunas formas de realizacion, una region constante de la cadena pesada
modificada comprende un dominio CH1 que es un dominio CH1 de tipo silvestre del
isotipo 1gG1 o IgG2 (“dominio CH1 de IgG1” o “dominio CH1 de IgG2,”

respectivamente). También se pueden usar los dominios CH1 de los isotipos 1gG3 e
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IgG4 (“dominio CH1 de IgG3" y “dominio CH1 de 1gG2,” respectivamente). Un dominio
CH1 puede también ser una variante de un dominio CH1 de tipo silvestre, por ejemplo,
una variante de un dominio CH1 de tipo silvestre de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4. Los
ejemplos de variantes de dominios CH1 incluyen A114C y T173C.

En algunas formas de realizacion, una region constante de la cadena pesada
modificada comprende un dominio CH2 que es un dominio CH2 de tipo silvestre de los
isotipos 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 (“dominio CH2 de IgG1”, “dominio CH2 de 1gG2”,
“dominio CH2 de IgG3” o “dominio CH2 de 1gG4”, respectivamente). Un dominio CH2
puede también ser una variante de un dominio CH2 de tipo silvestre, por ejemplo, una
variante de un dominio CH2 de tipo silvestre de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Los ejemplos
de variantes de dominios CH2 incluyen variantes que modulan una actividad biolégica
de la regién Fc de un anticuerpo, tal como ADCC o CDC, o que modulan la semivida
del anticuerpo o su estabilidad. En una forma de realizacion, el dominio CH2 es un
dominio CH2 de IgG1 humana con una mutacién A330S y P331S, en donde el dominio
CH2 tiene una funcion efectora reducida con respecto a la misma mutacién de CH2 sin
las mutaciones. Asimismo, se establecen otras mutaciones en otras secciones de la
presente.

En algunas formas de realizacién, una region constante de la cadena pesada
modificada comprende un dominio CH3 que es un dominio CH3 de tipo silvestre de los
isotipos 1gG1, 1gG2, 1gG3 o 1gG4 (“dominio CH3 de IgG1”, “dominio CH3 de 1gG2”,
“dominio CH3 de IgG3” o “dominio CH3 de 1gG4”, respectivamente). Un dominio CH3
puede también ser una variante de un dominio CH3 de tipo silvestre, por ejemplo, una
variante de un dominio CH3 de tipo silvestre de IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4. Las
variantes de ejemplo de dominios CH3 incluyen variantes que modulan una actividad
bioldgica de la region Fc de un anticuerpo, tal como ADCC o CDC, o que modulan la
semivida del anticuerpo o su estabilidad.

En general, las variantes de los dominios bisagra, CH1, CH2 o CH3 pueden
comprender 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas mutaciones y/o, como maximo, 10, 9, 8,
7,6, 5,4, 3, 201 mutaciones, o 1-10 o 1-5 mutaciones, o comprenden una secuencia
de aminoacidos que es al menos alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% idéntica a la del dominio de tipo silvestre correspondiente (dominio
bisagra, CH1, CH2 o CH3, respectivamente), siempre que la regién constante de la
cadena pesada que comprende la variante especifica retenga la actividad bioldgica
necesaria.

La Tabla 3 establece regiones constantes de la cadena pesada humanas de
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ejemplo que comprenden dominios bisagra, CH1, CH2 y/o CH3 humanos, en donde
cada dominio es un dominio de tipo silvestre o una variante de este que proporciona la
actividad bioldgica deseada a la regidén constante de la cadena pesada. Una célula sin
rellenar en la Tabla 3 indica que el dominio esta presente o no, y si esta presente,
puede ser de cualquier isotipo, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Por ejemplo, un
anticuerpo que comprende la region constante de la cadena pesada 1 en la Tabla 3 es
un anticuerpo que comprende una region constante de la cadena pesada que
comprende al menos una bisagra de 1gG2, y que también puede comprender un
dominio CH1, CH2 y/o CH3, y si esta presente, el dominio CH1, CH2 y/o CH3 es de un
isotipo 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. A modo de ejemplo para comprender la Tabla 3, un
anticuerpo que comprende una regién constante de la cadena pesada 8 es un
anticuerpo que comprende una region constante de la cadena pesada que comprende
un dominio CH1 de IgG1, y una bisagra de 1gG2, un dominio CH2 de IgG1, y que
también puede o no comprender un dominio CH3 que, si esta presente, puede ser de
un isotipo 19G1, 19G2, 1IgG3 o IgG4.

Tabla 3. Configuraciones de ejemplo de regiones constantes de la cadena pesada

humanas

MHCCR* | CH1 Bisagra CH2 CH3
1 IgG2

2 IgG1 lgG2

3 IgG2 lgG2

4 IgG2 IgG1

5 IgG2 IgG2

6 IgG2 lgG1
7 lgG2 lgG2
8 IgG1 lgG2 IgG1

9 IgG1 IlgG2 IgG2

10 IgG2 IgG2 IgG1

11 lgG2 lgG2 IgG2

12 IgG1 lgG2 lgG1
13 IgG1 lgG2 lgG2
14 IgG2 IlgG2 lgG1
15 IgG2 IgG2 lgG2
16 lgG2 IgG1 lgG1
17 lgG2 IgG1 lgG2
18 lgG2 IgG2 lgG1
19 IgG2 IgG2 lgG2
20 IgG1 IgG2 IgG1 lgG1
21 IgG1 lgG2 IgG1 lgG2
22 IgG1 lgG2 IgG2 lgG1
23 IgG1 IgG2 IgG2 IgG2
24 IgG2 IgG2 IgG1 IgG1
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MHCCR* | CH1 Bisagra CH2 CH3
25 IgG2 lgG2 IgG1 lgG2
26 IgG2 IgG2 IgG2 IgG1
27 IgG2 IgG2 IgG2 IgG2

* Region constante de la cadena pesada modificada

En algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada que se muestra en la Tabla 3 y tiene una
actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo que comprende una
region constante de la cadena pesada que no comprende esa region constante de la
cadena pesada especifica. En algunas formas de realizacién, un anticuerpo que
comprende una region constante de la cadena pesada que se muestra en la Tabla 3
tiene una actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo que
comprende una region constante de la cadena pesada que no comprende una bisagra
de IgG2 o la misma bisagra de IgG2. En algunas formas de realizacion, un anticuerpo
que comprende una regién constante de la cadena pesada que se muestra en la Tabla
3 tiene una actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo que
comprende una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de
no IgG2 y comprende, por ejemplo, una bisagra de IgG1, IgG3 o IgG4. En algunas
formas de realizacion, un anticuerpo que comprende una regién constante de la
cadena pesada que se muestra en la Tabla 3 tiene una actividad agonista mejorada
con respecto al mismo anticuerpo que comprende una regidén constante de la cadena
pesada que no comprende uno o0 mas del mismo dominio bisagra, CH1, CH2 o CH3.
Por ejemplo, en algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo que comprende una
region constante de la cadena pesada que se muestra en la Tabla 3 tiene una
actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo que comprende una
region constante de la cadena pesada que no comprende una bisagra de 1gG2 y un
dominio CH1, CH2 y/o CH3 del isotipo especifico. Por ejemplo, un anticuerpo que
comprende una region constante de la cadena pesada 22 que se muestra en la Tabla
3 puede tener una actividad agonista mejorada con respecto a (i) el mismo anticuerpo
que comprende una region constante de la cadena pesada que no comprende una
bisagra de IgG2, y comprende, por ejemplo, una bisagra de no IgG2 (por ejemplo, una
bisagra de IgG1, IgG3 o IgG4); (ii) el mismo anticuerpo que comprende una regién
constante de la cadena pesada que no comprende una bisagra de IgG2 y CH1 de
IgG1, y comprende, por ejemplo, una bisagra de no IgG2 y/o CH1 de no IgG1 ; (iii) el

mismo anticuerpo que comprende una regién constante de la cadena pesada que no
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comprende una bisagra de 1gG2 y CH2 de 1gG2, y comprende, por ejemplo, una

bisagra de no IgG2 y/o CH2 de no IgG2; (iv) el mismo anticuerpo que comprende una

region constante de la cadena pesada que no comprende una bisagra de 1IgG2 y CH3

de IgG1, y comprende, por ejemplo, una bisagra de no 1IgG2 y/o CH3 de no-IgG1; (v) el

mismo anticuerpo que comprende una regién constante de la cadena pesada que no

comprende una bisagra de 1gG2, CH1 de IgG1 y CH2 de IgG2, y comprende, por

ejemplo, una bisagra de no IgG2 y/o CH1 de no IgG1 y/o CH2 de no IgG2 ; (vi) el

mismo anticuerpo que comprende una regidén constante de la cadena pesada que no

comprende una bisagra de 1gG2, CH1 de IgG1 y CH3 de IgG1, y comprende, por

ejemplo, una bisagra de no IgG2 y/o CH1 de no IgG1 y/o CH3 de no IgG1; (vii) el

mismo anticuerpo que comprende una regién constante de la cadena pesada que no

comprende una bisagra de 1gG2, CH2 de IgG2 y CH3 de IgG1, y comprende, por

ejemplo, una bisagra de no IgG2 y/o CH de no IgG2 y/o CH3 de no IgG1; (viii) o el

mismo anticuerpo que comprende una regién constante de la cadena pesada que no
comprende una bisagra de 1gG2, CH1 de IgG1, CH2 de I1gG2 y CH3 de IgG1, y
comprende, por ejemplo, una bisagra de no IgG2 y/o CH1 de no IgG1 y/o CH2 de no
IgG2 y/o CH3 de no IgG1.

Las regiones constantes de la cadena pesada modificadas de ejemplo que se

pueden ligar a regiones variables de anti-GITR, por ejemplo, aquella descritas en la

presente, se proporcionan en la Tabla 4, la cual indica la identidad de cada uno de los

dominios.

Tabla 4: Regiones constantes de la cadena pesada modificadas de ejemplo

Region CH1 Bisagra CH2 CH3 SEQ ID NO
constante de la de la
cadena pesada totalidad de
modificada MHCCR
IgG1-1gG2-IgG1f | IgG1 de tipo | 1gG2/1gG1 IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre SEQ ID NO:293 silvestre silvestre NO:283
SEQ ID NO:278 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG1-1gG2- IgG1 de tipo | IgG2 de tipo | IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
IgG1f2 silvestre silvestre silvestre silvestre NO:287
SEQ D NO:278 | SEQ ID NO:291 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG1-1gG2CS- IgG1 de tipo | 1gG2C219S/IgG1 IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
IgG1f silvestre SEQ ID NO:294 silvestre silvestre NO:284
SEQ ID NO:278 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG1-1gG2CS- IgG1 de tipo | 1gG2 C219S IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
IgG1f2 silvestre SEQ ID NO:292 silvestre silvestre NO:288
SEQ ID NO:278 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG2-1gG1f IgG2 de tipo | 1gG2/IgG1 IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre SEQ ID NO:293 silvestre silvestre NO:223
SEQ ID NO:279 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG2-1gG1f2 IgG2 de tipo | IgG2 de tipo | IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre silvestre silvestre silvestre NO:289
SEQ ID NO:279 | SEQ ID NO:291 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
IgG2CS-IgG1f IgG2 de tipo | 1gG2C219S/IgG1 IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre SEQ ID NO:294 silvestre silvestre NO:225
SEQ ID NO:279 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
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Region CH1 Bisagra CH2 CH3 SEQ ID NO
constante de la de la
cadena pesada totalidad de
modificada MHCCR
IgG2CS-1gG1f2 IgG2 de tipo | IgG2 C219S IgG1 de tipo | IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre SEQ ID NO:292 silvestre silvestre NO:290
SEQ ID NO:279 SEQ ID NO:280 SEQ ID NO:282
1gG1-1gG2- IgG1 de tipo | IgG2 de tipo | IgG1 IgG1 de tipo | SEQ ID NO:
1gG1.1f silvestre silvestre A330S/P331S silvestre 285
SEQ ID NO:278 | SEQ ID NO:291 SEQ ID NO:281 SEQ ID NO:282
1gG1-1gG2CSs- IgG1 de tipo | IgG2 C219S 1gG1 IgG1 de tipo | SEQ ID NO:
1gG1.1f silvestre SEQ ID NO:292 A330S/P331S silvestre 286
SEQ ID NO:278 SEQ ID NO:281 SEQ ID NO:282
1gG2-1gG1.1f IgG2 de tipo | IgG2 de tipo | IgG1 IgG1 de tipo | SEQ ID
silvestre silvestre A330S/P331S silvestre NO:224
SEQID NO:279 | SEQ ID NO:291 SEQ ID NO:281 SEQ ID NO:282
IgG2CS-IgG1.1f IgG2 de tipo | IgG2 C219S 1gG1 IgG1 de tipo | SEQID
silvestre SEQ ID NO:292 A330S/P331S silvestre NO: 226
SEQ ID NO:279 SEQ ID NO:281 SEQ ID NO:282

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de 1gG2
que comprende SEQ ID NO: 291, 292, 293 o 294, o una variante de aquella, tal como
una bisagra de IgG2 que comprende una secuencia de aminoacidos que (i) difiere de
SEQ ID NO: 291, 292, 293 o0 294 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, adiciones o
eliminaciones de aminodcidos; (ii) difiere de SEQ ID NO: 291, 292, 293 o0 294 en,
como maximo, 5, 4, 3, 2 o 1 sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos;
(iii) difiere de SEQ ID NO: 291, 292, 293 0 294 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o0 3-5 sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos y/o (iv) comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 291, 292, 293 o0 294, en donde en cualquiera de (i)-
(iv), una sustituciéon de aminoacidos puede ser una sustitucion conservadora de
aminoacidos o una sustitucion no conservadora de aminoacidos; y en donde la region
constante de la cadena pesada modificada proporciona una actividad agonista
mejorada a un anticuerpo anti-GITR con respecto a otra regién constante de la cadena
pesada, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada que comprende una
bisagra de no IgG2 o con respecto a la misma regidn constante de la cadena pesada
modificada que comprende una bisagra de no IgG2.

En algunas formas de realizacidon, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende un dominio CH1 de
IgG1 que comprende SEQ ID NO: 278 o un dominio CH1 de 1gG2 que comprende
SEQ ID NO: 279, o una variante de SEQ ID NO: 278 o 279, cuya variante (i) difiere de
SEQ ID NO: 278 0 279 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos; (ii) difiere de SEQ ID NO: 278 o 279 en, como maximo, 5, 4, 3, 2 0 1
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos; (iii) difiere de SEQ ID NO:
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278 o 279 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a SEQ ID
NO: 278 o 279, en donde en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucién de aminoacidos
puede ser una sustitucion conservadora de aminoacidos o una sustitucién no
conservadora de aminoacidos; y en donde el anticuerpo anti-GITR que comprende una
region constante de la cadena pesada modificada tiene una actividad agonista
mejorada con respecto a la del anticuerpo anti-GITR pero con otra regién constante de
la cadena pesada, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada que
comprende una bisagra de no IgG2 o con respecto a la misma region constante de la
cadena pesada modificada que comprende una bisagra de no IgG2.

En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende un dominio CH2 de
IgG1 que comprende SEQ ID NO: 280 o 281, o una variante de SEQ ID NO: 280 o
281, cuya variante (i) difiere de SEQ ID NO: 280 o 281 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos; (ii) difiere de SEQ ID NO: 280 o 281 en,
como maximo, 5, 4, 3, 2 o 1 sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos;
(iii) difiere de SEQ ID NO: 280 o 281 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos y/o (iv) comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 280 o 281, en donde en cualquiera de (i)-(iv), una
sustitucion de aminoacidos puede ser una sustitucion conservadora de aminoacidos o
una sustitucidon no conservadora de aminoacidos; y en donde la region constante de la
cadena pesada modificada proporciona una actividad agonista mejorada a un
anticuerpo anti-GITR con respecto a la de otra region constante de la cadena pesada,
por ejemplo, una regidn constante de la cadena pesada que comprende una bisagra
de no IgG2 o con respecto a la misma regién constante de la cadena pesada
modificada que comprende una bisagra de no 1gG2.

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende un dominio CH3 de
IgG1 que comprende SEQ ID NO: 282, o una variante de SEQ ID NO: 282, cuya
variante (i) difiere de SEQ ID NO: 282 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, adiciones o
eliminaciones de aminoacidos; (ii) difiere de SEQ ID NO: 282 en, como maximo, 5, 4,
3, 2 o0 1 sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos; (iii) difiere de SEQ ID

NO: 282 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones, adiciones o eliminaciones de
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aminoacidos y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a SEQ
ID NO: 282, en donde en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucion de aminoacidos puede
ser una sustitucion conservadora de aminoacidos o una sustitucion no conservadora
de aminoacidos; y en donde la regidén constante de la cadena pesada modificada
proporciona una actividad agonista mejorada con respecto a la de otra region
constante de la cadena pesada, por ejemplo, una regién constante de la cadena
pesada que comprende una bisagra de no IgG2 o con respecto a la misma region
constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de no IgG2.

Las regiones constantes de la cadena pesada modificadas pueden también
comprender una combinacion de los dominios bisagra, CH1, CH2 y CH3 descritos
anteriormente.

En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region constante de la cadena pesada modificada que comprende SEQ ID NO: 223,
224, 225, 226, 283, 284, 285 286, 287, 288, 289 o 290, o una variante de SEQ ID NO:
223, 224, 225, 226, 283, 284, 285 286, 287, 288, 289 0 290, cuya variante (i) difiere de
SEQ ID NO: 223, 224, 225, 226, 283, 284, 285 286, 287, 288, 289 0 290 en 1, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9, 10 o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos; (ii)
difiere de SEQ ID NO: 223, 224, 225, 226, 283, 284, 285 286, 287, 288, 289 o 290 en,
como maximo, 10, 9, 8, 7, 6,5, 4, 3, 2 o 1 sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos; (iii) difiere de SEQ ID NO: 223, 224, 225, 226, 283, 284, 285 286, 287,
288, 289 o 290 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5, 3-5, 1-10 o 5-10 sustituciones, adiciones o
eliminaciones de aminoacidos y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos alrededor de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica
a SEQ ID NO: 223, 224, 225, 226, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289 o 290, en donde
en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucion de aminoacidos puede ser una sustitucion
conservadora de aminoacidos o una sustitucion no conservadora de aminoacidos; y en
donde la region constante de la cadena pesada modificada proporciona una actividad
agonista mejorada con respecto a la de otra regién constante de la cadena pesada,
por ejemplo, una regidon constante de la cadena pesada que comprende una bisagra
de no IgG2 o con respecto a la misma region constante de la cadena pesada
modificada que comprende una bisagra de no 1gG2.

Las regiones constantes de la cadena pesada modificadas pueden tener (i) una
funcién efectora similar, reducida o aumentada (por ejemplo, fijacion a FcyR) con

respecto a una region constante de la cadena pesada de tipo silvestre y o (ii) una
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semivida similar, reducida o aumentada (o la fijacion al receptor FcRn) con respecto a

una region constante de la cadena pesada de tipo silvestre.

M. Anticuerpos que tienen secuencias de la linea germinal particulares

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR comprende una
region variable de la cadena pesada de un gen de inmunoglobulina de la cadena
pesada de la linea germinal particular y/o una region variable de la cadena liviana de
un gen de inmunoglobulina de la cadena liviana de la linea germinal particular.

Como se demuestra en la presente, se prepararon anticuerpos humanos
especificos para GITR que comprenden una region variable de la cadena pesada que
es el producto o la derivacién de un gen VH 3-33, gen VH 3-10, gen VH 3-15, VH 3-16,
gen VH JH6b, gen VH 6-19, gen VH 4-34 y/o gen VH JH3b de la linea germinal
humana. En consecuencia, se proporcionan en la presente anticuerpos monoclonales
aislados, o porciones de fijacion al antigeno de estos, que comprenden una region
variable de la cadena pesada que es el producto o la derivacion de un gen VH de la
linea germinal humana seleccionado del grupo que consiste en: VH 3-33, VH 3-10, VH
3-15, VH 3-16, VH JH6b, VH 6-19, VH 4-34 y/o VH JH3b.

Se prepararon anticuerpos humanos especificos para GITR que comprenden
una region variable de la cadena liviana que es el producto o la derivacion de un gen
VK L6, gen VK L18, gen VK L15, gen VK L20, gen VK A27, gen VK JK5, gen VK JK4,
gen VK JK2 y gen VK JK1 de la linea germinal humana. En consecuencia, en la
presente se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados, o porciones de fijacion
al antigeno de estos, que comprenden una regién variable de la cadena liviana que es
el producto o la derivacion de un gen VK de la linea germinal humana seleccionado del
grupo que consiste en: VK L6, VK L18, VK L15, VK L20, VK A27, VK JK5, VK JK4, VK
JK2 y VK JK1.

Los anticuerpos preferidos descritos en la presente son aquellos que
comprenden una regidon variable de la cadena pesada que es el producto o la
derivacion de uno de los genes VH de la linea germinal humana enumerados
anteriormente y que también comprenden una regién variable de la cadena liviana que
es el producto o la derivacion de uno de los genes VK de la linea germinal humana
enumerados anteriormente, como se muestra en las Figuras 2-11.

Como se usa en la presente, un anticuerpo humano comprende regiones
variables de la cadena pesada o liviana que es “el producto” o “la derivacion” de una

secuencia de la linea germinal particular si las regiones variables del anticuerpo se
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obtienen de un sistema que usa genes de inmunoglobulina de la linea germinal
humana. Estos sistemas incluyen inmunizar un ratén transgénico que tiene genes de
inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o analizar una genoteca de genes
de inmunoglobulina exhibida en el fago con el antigeno de interés. Un anticuerpo
humano que es “el producto” o “la derivacion” de una secuencia de inmunoglobulinas
de la linea germinal humana se puede identificar como tal mediante la comparacion de
la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con la secuencia de aminoacidos
de inmunoglobulinas de la linea germinal humana y mediante la seleccion de la
secuencia de inmunoglobulinas de la linea germinal humana que se encuentra mas
cerca en secuencia (es decir, mayor % de identidad) a la secuencia del anticuerpo
humano. Un anticuerpo humano que es “el producto” o “la derivacion” de una
secuencia de inmunoglobulinas de la linea germinal humana particular puede contener
diferencias de aminoacidos en comparacion con la secuencia de la linea germinal,
debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas naturales o a la introduccién intencional
de mutacion dirigida al sitio. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado es, en
general, al menos 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos con respecto a una
secuencia de aminoacidos codificada mediante un gen de inmunoglobulina de la linea
germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que identifican el anticuerpo
humano como humano cuando se lo compara con las secuencias de aminoacidos de
inmunoglobulina de la linea germinal de otras especies (por ejemplo, secuencias de la
linea germinal murina). En algunos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos
95%, o incluso al menos 96%, 97%, 98% o0 99% idéntico en secuencia de aminoacidos
a la secuencia de aminoacidos codificada mediante el gen de inmunoglobulina de la
linea germinal. En general, un anticuerpo humano que deriva de una secuencia de la
linea germinal humana particular exhibird no mas de 10 diferencias de aminoacidos de
la secuencia de aminoacidos codificada mediante el gen de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. En algunos casos, el anticuerpo humano puede exhibir no mas
de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos de la secuencia de

aminoacidos codificada mediante el gen de inmunoglobulina de la linea germinal.

V. Anticuerpos homoélogos

En la presente se abarcan anticuerpos que tienen regiones variables de la
cadena pesada y liviana que comprenden secuencias de aminoacidos que son
homologas a las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos preferidos descritos en

la presente, y en donde los anticuerpos retienen las propiedades funcionales deseadas
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de los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente.

Por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR aislado, o una porcion de fijacion al
antigeno de este, puede comprender una region variable de la cadena pesada y una
region variable de la cadena liviana, en donde:

(a) la region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335, o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5,
1-10, 1-15, 1-20, 1-25 o 1-50 cambios de aminoacidos (es decir, sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos) con respecto a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 71,
84,97, 115, 128 y 335;

(b) la region variable de la cadena liviana comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a
una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
14, 27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336, o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-2,
1-3, 1-4, 1-5, 110, 1-15, 1-20, 1-25 o 1-50 cambios de aminoacidos (es decir,
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos) con respecto a una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14,
27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336;

(c) el anticuerpo se fija especificamente a GITR, y

(d) el anticuerpo exhibe 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o todas de las
siguientes propiedades funcionales:

(1) se fija a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o
menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
Biacore;

(2) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
Kp de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié mediante Scatchard;

(3) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECso de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié6 mediante FACS;

(4) se fija a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, se fija a GITR de
Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con un EC5, de 10 nM

0 menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
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FACS;

(5) induce o mejora la activacion de linfocitos T, tal como en presencia
del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de concentraciones anti-CD3
subdptimas), como se demostré mediante (i) el aumento de la produccion de
IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR y/o (ii) la mejora en la
proliferacion de linfocitos T;

(6) induce o mejora la activacién de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) inhibe la fijacién del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR, por
ejemplo, con un ECsq de 1 ug/ml o menos, como se midié mediante FACS;

(8) inhibe parcialmente, como maximo, la fijacién del ligando GITR a
GITR en linfocitos T activados;

(9) se fija a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ
ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de
aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE
(SEQ ID NO: 218);

(10) se fija a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y
ligado a N;

(11) tiene actividad agonista en ausencia de la fijacién a un receptor Fc,
pero en donde la fijacidén a un receptor Fc también mejora la actividad agonista;

(12) compite en cualquier direccion o en ambas direcciones, para fijarse
a GITR humano, con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,
19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y 6G10.

En diversas formas de realizacion, el anticuerpo puede exhibir una o mas, dos
0 mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete o0 mas, ocho o mas,
nueve, diez, once o todas las propiedades funcionales enumeradas en (1) a (12)
anteriormente. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser un anticuerpo humano, un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

Un anticuerpo anti-GITR aislado, o una porcioén de fijacion al antigeno de este,
pueden comprender una cadena pesada y una cadena liviana, en donde:

(a) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30,
31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131,
134, 135, 227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362, o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-2,
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1-3, 1-4, 1-5, 110, 1-15, 1-20, 1-25 o 1-50 cambios de aminoacidos (es decir,
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos) con respecto a una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15,
17, 18, 28, 30, 31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117,
119, 120, 131, 134, 135, 227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362, siempre que, en
algunas formas de realizacion, si la secuencia es de una cadena pesada no efectora,
las mutaciones que hacen que la cadena pesada sea no efectora no se modifican (es
decir, no se realiza ninguna modificacion en A234, E235, A237, S330 y S331);

(b) la cadena liviana comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, 19, 29, 32, 42,
45, 56, 57, 60, 61, 74, 87, 90, 101, 104, 105, 118, 121, 132, 133, 136, 137, 338, 341y
371, o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 14, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25 o 1-50
cambios de aminoacidos (es decir, sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminodacidos) con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 16, 19, 29, 32, 42, 45, 56, 57, 60, 61, 74, 87, 90, 101,
104, 105, 118, 121, 132, 133, 136, 137, 338, 341y 371;

(c) el anticuerpo se fija especificamente a GITR, y

(d) el anticuerpo exhibe 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o todas de las
siguientes propiedades funcionales:

(1) se fija a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o
menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midi6 mediante
Biacore;

(2) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
Kp de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié mediante Scatchard;

(3) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECso de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié6 mediante FACS;

(4) se fija a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, se fija a GITR de
Macaca fascicularis, unido a la membrana, por ejemplo, con un ECs, de 10 nM
o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
FACS;

(5) induce o mejora la activacion de linfocitos T, tal como en presencia

del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de concentraciones anti-CD3
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subdptimas), como se demostré mediante (i) el aumento de la produccion de

IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR y/o (ii) la mejora en la

proliferacion de linfocitos T;

(6) induce o mejora la activacion de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) inhibe la fijacion del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR, por
ejemplo, con un ECsq de 1 ug/ml o menos, como se midié mediante FACS;

(8) inhibe parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a

GITR en linfocitos T activados

(9) se fija a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ

ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de

aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE

(SEQ ID NO: 218);

(10) se fija a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y

ligadoa N

(11) tiene actividad agonista en ausencia de la fijacion a un receptor Fc,
pero en donde la fijacion a un receptor Fc también mejora la actividad agonista;

y

(12) compite en cualquier direccion o en ambas direcciones, para fijarse

a GITR humano, con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,

19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y 6G10.

Se proporcionan también anticuerpos anti-GITR que comprenden VHCDR1,
VHCDR2, VHCDR3, VLCDR1, VLCDR2 y/o VLCDR3 que difieren de CDR
correspondiente de 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1,
19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10 en 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 cambios de
aminoacidos (es decir, sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos). En
algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo anti-GITR comprende 1-5 cambios de
aminoacidos en cada una de 1, 2, 3, 4, 5 o 6 CDR con respecto a la secuencia
correspondiente en 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1,
19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10. En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-
GITR comprende un total de 1-5 cambios de aminoacidos en todas las CDR con
respecto a las CDR en 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1,
19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10.

En algunas formas de realizacioén, un anticuerpo anti-GITR comprende CDR de

VH y VL que consisten en aquellas de 28F3, en donde uno o mas de los aminoacidos
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en una o mas CDR son aquellos de uno de los otros anticuerpos anti-GITR descritos
en la presente.

Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR
comprende VHCDR1 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con
respecto a SYGMH (SEQ ID NO: 20) y puede comprender, por ejemplo, una de las
siguientes secuencias degeneradas:

SYGXH (SEQ ID NO: 372), en donde X es cualquier aminoacido, por ejemplo,
Mo F;

X1YGX,H, en donde X; es cualquier aminoacido, por ejemplo, S, No D; y X, es
cualquier aminoacido, por ejemplo, Mo F; y

X1YGX,X3, en donde X, es cualquier aminoacido, por ejemplo, S, N o D; X, es
cualquier aminoacido, por ejemplo, M o F, y X3 es cualquier aminoacido, por ejemplo,
Ho Q.

En algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo anti-GITR comprende
VHCDR2 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a
VIWYEGSNKYYADSVKG (SEQ ID NO: 21) y puede comprender una de las siguientes
secuencias degeneradas:

VIWYXGSNKX,YADSVKG (SEQ ID NO: 373), en donde X; es cualquier
aminodcido, por ejemplo, E 0 A; y X, es cualquier aminoacido, por ejemplo, Y o F; y

VIWYXGSNKX,YX3DSVKG (SEQ ID NO: 374), en donde X; es cualquier
aminodcido, por ejemplo, E, A, G o D; X, es cualquier aminodacido, por ejemplo, Y o F;
y X3 es cualquier aminoacido, por ejemplo, Ao V.

En algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo anti-GITR comprende
VHCDRS3 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a
GGSMVRGDYYYGMDV (SEQ ID NO: 22) y puede comprender, por ejemplo, una de
las siguientes secuencias degeneradas:

GGSX,VRGDYYYGMDV (SEQ ID NO: 375), en donde X; es cualquier
aminoacido, por ejemplo, Mo V, L, 1 0 A.

GGSX,VRGX,YYYGMDV (SEQ ID NO: 376), en donde X; es cualquier
aminoacido, por ejemplo, Mo V, L, | 0 A; y X, es cualquier aminoacido, por ejemplo, D
o E. Se establecen combinaciones particulares de X, y X, en los ejemplos.

GG (6-7aa) MDVWYYX/MDVW (SEQ ID NO: 377), en donde X, es cualquier
aminoacido, por ejemplo, G, S o V. En algunas formas de realizacion, los 6-7
aminoacidos corresponden a los aminoacidos en esa posicibn en una secuencia

VHCDRS3 de un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente.
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En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR comprende
VLCDR1 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a
RASQGISSALA (SEQ ID NO: 23) y puede comprender, por ejemplo, una de las
siguientes secuencias degeneradas:

RASQGISSXLA (SEQ ID NO: 378), en donde X es cualquier aminoacido, por
ejemplo, AW (0 A,WoY);y

RASQG (2-3 aa) SX.LA (SEQ ID NO: 379), en donde X; es cualquier
aminoacido, por ejemplo, W, Y o A, y los 2-3 aminoacidos son cualquier aminoacido,
por ejemplo, Gl, SVS o SVT.

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR comprende
VLCDR2 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a
DASSLES (SEQ ID NO: 24) y puede comprender, por ejemplo, una de las siguientes
secuencias degeneradas:

DASSLXS (SEQ ID NO: 380), en donde X es cualquier aminoacido, por
ejemplo, Eo Q; y

X1ASSX2X3X4, en donde X4 es cualquier aminoacido, por ejemplo, A, D o G; X4
es cualquier aminoacido, por ejemplo, L o R; X3 es cualquier aminoacido, por ejemplo,
Q, E 0 A; y X4 es cualquier aminodacido, por ejemplo, So T.

En algunas formas de realizaciéon, un anticuerpo anti-GITR comprende
VLCDR3 que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a
QQFNSYPYT (SEQ ID NO: 25) y puede comprender, por ejemplo, una de las
siguientes secuencias degeneradas:

QQXNSYPYT (SEQ ID NO: 381), en donde X es cualquier aminoacido, por
ejemplo, FoY;y

QQX 1 X,SX3PX,T (SEQ ID NO: 382), en donde X; es cualquier aminoacido, por
ejemplo, F o Y; X, es cualquier aminoacido, por ejemplo, N o G; X; es cualquier
aminoacido, por ejemplo, Y 0 S; y X, es cualquier aminoacido, por ejemplo, Y, W, I, P
o Q.

Los anticuerpos que tienen secuencias homologas a aquellas de 28F3, 3C3,
2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8, 19D3, 18E10 y/o 6G10, por ejemplo, las regiones Vy 'y V.
de SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128, y 335, y SEQ ID NO: 14, 27, 40,
53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336, respectivamente, o las cadenas pesadas y
livianas de SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86,
88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135 y 337, y SEQ ID NO: 16, 19, 29,
32, 42, 45, 56, 60, 61, 74, 87, 90, 101, 104, 105, 118, 121, 132, 133, 136, 137 y 338,
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respectivamente, o las CDR se pueden obtener mediante mutagénesis (por ejemplo,
mutagénesis dirigida al sitio o mediada por PCR) de moléculas de acidos nucleicos
que codifican SEQ ID NO: 147, 154, 158, 162, 168, 172, 176, 182, 186, 353 y/o SEQ
ID NO: 148, 155, 159, 163, 164, 169, 173, 177, 178, 183, 187, 188, 354 o SEQ ID NO:
149, 151, 152, 156, 160, 165, 170, 174, 179, 184, 189, 355 y/o SEQ ID NO: 150, 153,
157, 161, 166, 171, 175, 180, 185, 190, 191, 356, luego se evalua el anticuerpo
alterado codificado para determinar la funcion retenida (es decir, las funciones que se
indican en (1) a (12) anteriormente) usando los ensayos funcionales descritos en la

presente.

V. Anticuerpos con modificaciones conservadoras

Los anticuerpos anti-GITR pueden comprender una region variable de la
cadena pesada que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 y una region
variable de la cadena liviana que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, en
donde una o mas de estas secuencias CDR comprenden secuencias de aminoacidos
especificas en funcidén de los anticuerpos preferidos descritos en la presente (por
ejemplo, 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10), o
modificaciones conservadoras de aquellos, y en donde los anticuerpos retienen las
propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-GITR descritos en la
presente. En consecuencia, un anticuerpo anti-GITR aislado, o una porcién de fijacion
al antigeno de este, pueden comprender una regién variable de la cadena pesada que
comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 y una regién variable de la cadena
liviana que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, en donde:

(a) la secuencia CDR3 de la region variable de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, 35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y
344, y modificaciones conservadoras de aquellos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-
4 o 1-5 sustituciones conservadoras de aminoacidos;

(b) la secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena liviana
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, 38, 51, 67, 70, 83, 96, 111, 114, 127,
143, 146 y 347, y modificaciones conservadoras de aquellos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones conservadoras de aminoacidos;

(c) el anticuerpo se fija especificamente a GITR, y

(d) el anticuerpo exhibe 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 o todas de las
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siguientes propiedades funcionales:

(1) se fija a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o
menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midi6 mediante
Biacore;

(2) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
Ko de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como de
midié mediante Scatchard;

(3) se fija a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECs, de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié mediante FACS;

(4) fijarse a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, se fija a GITR de
Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con un EC5, de 10 nM
0 menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
FACS;

(5) induce o mejora la activacion de linfocitos T, tal como en presencia
del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de concentraciones anti-CD3
subdptimas), como se demostré mediante (i) el aumento de la producciéon de
IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR y/o (i) la mejora en la
proliferacién de linfocitos T;

(6) induce o mejora la activacién de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) inhibe la fijacién del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR, por
ejemplo, con un ECsq de 1 ug/ml o menos, como se midié mediante FACS;

(8) inhibe parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a
GITR en linfocitos T activados;

(9) se fija a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ
ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de
aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE
(SEQ ID NO: 218);

(10) se fija a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y
ligado a N;

(11) tiene actividad agonista en ausencia de la fijacion a un receptor Fc,
pero en donde la fijacion a un receptor Fc también mejora la actividad agonista;

y
(12) compite en cualquier direccion o en ambas direcciones, para fijarse
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a GITR humano, con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,

19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia CDR2 de la region variable
de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, 34, 47, 63, 79,
92, 107, 123, 139 y 343, y modificaciones conservadoras de aquellos, por ejemplo, 1,
2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones conservadoras de aminoacidos; y la
secuencia CDR2 de la regién variable de la cadena liviana comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 24, 37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145 y 346, y
modificaciones conservadoras de aquellos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 0 1-
5 sustituciones conservadoras de aminoacidos. En otra forma de realizacion preferida,
la secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y 342, y
modificaciones conservadoras de aquellos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 0 1-
5 sustituciones conservadoras de aminoacidos; y la secuencia CDR1 de la region
variable de la cadena liviana comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 23, 36, 49, 65,
68, 81, 94, 109, 112, 125, 141, 144 y 345, y modificaciones conservadoras de
aquellos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 0 1-5 sustituciones conservadoras de
aminodacidos.

En diversas formas de realizacion, el anticuerpo puede exhibir una o mas, dos
0 mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete o mas, ocho o mas,
nueve o todas las propiedades funcionales enumeradas en (1) a (12) anteriormente.
Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados o anticuerpos quiméricos.

Las sustituciones conservadoras de aminoacidos también se pueden realizar
en porciones de los anticuerpos excepto, o ademas de, las CDR. Por ejemplo, las
modificaciones conservadoras de aminoacidos se pueden realizar en una region
marco o en la region Fc. Una region variable o una cadena pesada o liviana pueden
comprender 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25 o 1-50 sustituciones
conservadoras de aminoacidos con respecto a las secuencias del anticuerpo anti-
GITR que se proporcionan en la presente. En algunas formas de realizacion, un

anticuerpo anti-GITR comprende una combinacion de modificaciones conservadoras y
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no conservadoras de aminoacidos.

VL. Anticuerpos que se fijan al mismo epitopo de GITR que los anticuerpos
descritos en la presente, o que compiten con estos para fijarse a GITR

Asimismo, se proporcionan anticuerpos que compiten, para fijarse a GITR, con
los anticuerpos anti-GITR particulares descritos en la presente (por ejemplo,
anticuerpos 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10). Estos
anticuerpos de competencia se pueden identificar en funciéon de su capacidad para
inhibir competitivamente la fijacion a GITR de uno o mas anticuerpos monoclonales
28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y
6G10 en ensayos estandares de fijacion a GITR. Por ejemplo, se pueden usar
ensayos ELISA estandares o ensayos ELISA competitivos en donde una proteina de
GITR humano recombinante se inmoviliza en la placa, se agregan diversas
concentraciones de un primer anticuerpo no etiquetado, se lava la placa, se agrega un
segundo anticuerpo etiquetado y se mide la cantidad de etiquetas. Si la concentracion
creciente del (primer) anticuerpo no etiquetado (también denominado “anticuerpo de
bloqueo”) inhibe la fijacién del (segundo) anticuerpo etiquetado, se considera que el
primer anticuerpo inhibe la fijacién del segundo anticuerpo a la diana en la placa, o se
considera que compite con la fijacién del segundo anticuerpo. De manera adicional o
alternativa, el analisis BlAcore se puede usar para evaluar la capacidad de los
anticuerpos para competir. La capacidad de un anticuerpo de prueba para inhibir la
fijacion de un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente a GITR demuestra que el
anticuerpo de prueba puede competir con el anticuerpo para fijarse a GITR.

En consecuencia, en la presente se proporcionan anticuerpos anti-GITR que
inhiben la fijacion de anticuerpos anti-GITR descritos en la presente a GITR en células,
por ejemplo, linfocitos T activados, en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100%, y/o cuya fijacion a GITR en células, por ejemplo, linfocitos T activados,
se inhibe en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% , por ejemplo,
como se midié6 mediante ELISA o FACS, usando el ensayo descrito en el siguiente
parrafo.

Un experimento de competencia de ejemplo para determinar, por ejemplo, si un
primer anticuerpo bloquea la fijacién de (es decir, “compite con”) un segundo

anticuerpo, se puede realizar de la siguiente manera: se preparan linfocitos T humanos
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activados de la siguiente manera: Las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) se aislan de la sangre humana usando gradiente Ficoll y se activan con
10ug/ml de fitohemaglutinina (PHA-L) (USBiol#P3370-30) y 200lU/ml de IL-2
recombinante (Peprotech#200-02) durante 3 dias. Los linfocitos T activados se
vuelven a suspender en amortiguador FACS (PBS con 5 % de suero bovino fetal) y se
sembraron a 10° células por cavidad de muestra en una placa de 96 cavidades. Se
coloca la placa en hielo, y luego se agrega el primer anticuerpo no conjugado en
concentraciones que varian de 0 a 50 pg/ml (titulacion triple a partir de una
concentracion mas alta de 50 ug/ml). Se puede usar IgG no relacionada como control
de isotipo para el primer anticuerpo, y se puede agregarla en las mismas
concentraciones (titulacion triple a partir de una concentraciéon mas alta de 50ug/ml).
Se puede incluir un segundo anticuerpo de muestra no etiquetado e incubado
previamente con 50ug/ml como control positivo para el bloqueo completo (100 % de
inhibicion) y se puede usar una muestra sin el anticuerpo en la incubacion primaria
como control negativo (sin competencia; 0 % de inhibicion). Después de 30 minutos de
incubacién, se agrega un segundo anticuerpo etiquetado, por ejemplo, biotinilado, en
una concentracion de 2ug/ml por cavidad sin lavar. Las muestras se incubaron durante
30 minutos mas en hielo. Se retiran los anticuerpos no unidos, lavando las células con
amortiguador FACS. Un segundo anticuerpo etiquetado unido a la célula se detecta
con un agente que detecta la etiqueta, por ejemplo, estreptavidina conjugada con PE
(Invitrogen, catalog#S21388) para detectar biotina. Las muestras se obtienen en un
citometro de flujo FACS Calibur (BD, San José) y se analizan con el software Flowjo
(Tree Star, Inc, Ashland, OR). Los resultados se pueden representar como el % de
inhibicion (es decir, restando del 100 % la cantidad de etiqueta en cada concentracion
dividida por la cantidad de etiqueta obtenida sin un anticuerpo de bloqueo). En
general, el mismo experimento se realiza luego en sentido inverso, es decir, el primer
anticuerpo es el segundo anticuerpo, y el segundo anticuerpo es el primer anticuerpo.
En algunas formas de realizacién, un anticuerpo, al menos parcialmente (por ejemplo,
al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%) o totalmente (100 %),
bloquea la fijacion de otro anticuerpo a la diana, por ejemplo, GITR humano o una
porcion de este, y sin importar si la inhibicién ocurre cuando uno o el otro anticuerpo
es el primer anticuerpo. Un primer y un segundo anticuerpo "bloquean de manera
cruzada" la fijacién entre si a la diana, cuando los anticuerpos compiten entre si en
ambos sentidos, es decir, en experimentos de competencia en donde el primer

anticuerpo se agrega primero y en experimentos de competencia en donde el segundo
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anticuerpo se agrega primero. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-
GITR se fijan al mismo epitopo que el de los anticuerpos anti-GITR descritos en la
presente (por ejemplo, anticuerpos 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-
1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10), por ejemplo, como se determind mediante
una técnica de mapeo de epitopos determinada. Como se analiza en la presente, el
anticuerpo 28F3 se fija en una regién en GITR humano en
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE (SEQ ID NO: 215). En
consecuencia, en algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR se fija a
residuos de aminoacidos en la region
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE (SEQ ID NO: 215),
correspondiente a residuos de aminoacidos 1-39 de GITR humano maduro (SEQ ID
NO: 4). En una forma de realizacion, el anticuerpo anti-GITR se fija a residuos de
aminoacidos en la region QRPTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 216) de GITR
humano maduro. En una forma de realizacion, los anticuerpos anti-GITR descritos en
la presente se fijjan a residuos de aminoacidos en la region
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218) de
GITR humano maduro. En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR se
fijan a secuencias de aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y
CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218), como se determind mediante HDX, por ejemplo,
usando el protocolo establecido en los ejemplos.

Las técnicas para determinar los anticuerpos que se fijan al "mismo epitopo en
GITR" con los anticuerpos descritos en la presente incluyen, por ejemplo, métodos de
mapeo de epitopos, tales como, analisis de rayos X de cristales de complejos
antigeno:anticuerpo que proporcionan resolucién atomica del epitopo. Otros métodos
controlan la fijacién del anticuerpo a los fragmentos de antigeno o variaciones mutadas
del antigeno donde la pérdida de la fijacién debido a una modificacion de un residuo
de aminoacido dentro de la secuencia de antigenos a menudo se consideran como
una indicacién de un componente de epitopo. Ademas, los métodos computacionales
combinados para el mapeo de epitopos también se pueden usar. Los métodos
también dependen de la capacidad de un anticuerpo de interés para aislar por afinidad
péptidos cortos especificos (ya sea en forma tridimensional nativa o en forma
desnaturalizada) de colecciones combinadas de péptidos de expresion en fago. Los
péptidos luego se toman como ejemplo para la definicién del epitopo correspondiente
al anticuerpo usado para analizar la coleccién de péptidos. Para el mapeo de epitopos,

también se desarrollaron algoritmos computacionales que se mostraron para mapear
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epitopos discontinuos conformacionales.

Los anticuerpos que compiten por la fijacion con los anticuerpos anti-GITR
descritos en la presente, o que se fijan al mismo epitopo que estos, se pueden
identificar usando métodos conocidos en el estado de la técnica. Por ejemplo, los
ratones se pueden inmunizar con GITR humano, como se describe en la presente, se
pueden producir hibridomas, y los anticuerpos monoclonales resultantes se pueden
analizar para determinar la capacidad de competir con un anticuerpo descrito en la
presente para fijarse a GITR. Los ratones también se pueden inmunizar con un
fragmento mas pequefo de GITR que contiene el epitopo al cual el anticuerpo se fija.
El epitopo o la regidn que comprende el epitopo se pueden ubicar mediante, por
ejemplo, el analisis para la fijacidon a una serie de péptidos superpuestos que abarcan
GITR. De manera alternativa, el método de Jespers et al., Biotechnology 12:899, 1994,
se puede usar para guiar la seleccion de anticuerpos que tienen el mismo epitopo v,
por lo tanto, propiedades similares al anticuerpo anti-GITR descrito en la presente. Si
se usa la expresién en fago, en primer lugar, la cadena pesada del anticuerpo anti-
GITR se usa junto con un repertorio de cadenas livianas (preferentemente, humanas)
para seleccionar un anticuerpo unido a GITR, y luego, la cadena liviana nueva se usa
junto un repertorio de cadenas pesadas (preferentemente, humanas) para seleccionar
un anticuerpo unido a GITR (preferentemente, humano) que tiene el mismo epitopo o
la misma region del epitopo como un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente. De
manera alternativa, se pueden obtener variantes de un anticuerpo descrito en la
presente mediante mutagénesis de cADN que codifica las cadenas pesadas y livianas
del anticuerpo.

También se puede usar mutagénesis por barrido de alanina, segun se describe
en Cunningham y Wells (1989) Science 244: 1081-1085, o cualquier otra forma de
mutagénesis de punto de residuos de aminoacidos en GITR para determinar el epitopo
funcional para un anticuerpo anti-GITR. Sin embargo, los estudios de mutagénesis
pueden también revelar residuos de aminoacidos que son esenciales para la
estructura tridimensional total de GITR pero que no participan directamente en los
contactos anticuerpo-antigeno, y por lo tanto, se pueden necesitar otros métodos para
confirmar un epitopo funcional que se determina usando este método.

El epitopo o la regidon del epitopo (una “regién del epitopo” es una region que
comprende el epitopo 0 que se superpone con el epitopo) unidos por un anticuerpo
especifico también se pueden determinar evaluando la fijacion del anticuerpo a

péptidos que comprenden fragmentos de GITR, por ejemplo, fragmentos no
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desnaturalizados o desnaturalizados. Una serie de péptidos superpuestos que
comprenden la secuencia de GITR (por ejemplo, GITR humano) se pueden sintetizar y
analizar para la fijacion, por ejemplo, en ELISA directo, ELISA competitivo (en donde el
péptido se evalla por su capacidad de prevenir la fijacion de un anticuerpo a GITR
unido a una cavidad de una placa de microtitulacién), o en un chip. Estos métodos de
analisis de péptidos pueden no tener la capacidad de detectar algunos epitopos
funcionales discontinuos, es decir, epitopos funcionales que incluyen residuos de
aminoacidos que no son contiguos en la secuencia primaria de la cadena de
polipéptidos de GITR.

También se puede identificar un epitopo mediante el analisis de proteinas a
base de MS, tal como espectrometria de masa del intercambio hidrégeno/deuterio
(HDX-MS) y oxidacion fotoquimica rapida de proteinas (FPOP). HDX-MS se puede
realizar, por ejemplo, como se describe en los ejemplos y en Wei et al. (2014) Drug
Discovery Today 19:95, cuyos métodos se incorporan especificamente por referencia
en la presente. FPOP se puede realizar como se describid, por ejemplo, en Hambley y
Gross (2005) J. American Soc. Mass Spectrometry 16:2057, cuyos métodos se
incorporan especificamente por referencia en la presente.

El epitopo unido mediante anticuerpos anti-GITR también se puede determinar
mediante métodos estructurales, tales como determinacion de estructura de cristal de
rayos X (por ejemplo, W02005/044853), modelo molecular y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN), que incluye determinacion por RMN de las
velocidades de intercambio H-D de hidrégenos de amida labiles en GITR cuando estan
libres y cuando estan unidos en un complejo con un anticuerpo de interés (Zinn-Justin
et al. (1992) Biochemistry 31, 11335-11347; Zinn-Justin et al. (1993) Biochemistry 32,
6884-6891).

Con respecto a la cristalografia de rayos X, la cristalizacion se puede lograr
usando cualquiera de los métodos conocidos en el estado de la técnica (por ejemplo,
Giege et al. (1994) Acta Crystallogr. D50:339-350; McPherson (1990) Eur. J. Biochem.
189:1-23), que incluyen microbatch (por ejemplo, Chayen (1997) Structure 5:1269-
1274), difusion de vapor por gota colgante (por ejemplo McPherson (1976) J. Biol.
Chem. 251:6300-6303), siembra y didlisis. Es conveniente usar una preparacién de
proteinas que tenga una concentracion de al menos alrededor de 1 mg/ml vy,
preferentemente, de alrededor de 10 mg/ml a alrededor de 20 mg/ml. La cristalizacién
se puede lograr mejor en una solucion precipitante que contiene polietilenglicol 1000-

20,000 (PEG; peso molecular promedio que varia de alrededor de 1000 a alrededor de
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20.000 Da), preferentemente, de alrededor de 5000 a alrededor de 7000 Da, con
mayor preferencia, de alrededor de 6000 Da, con concentraciones que varian de
alrededor de 10 % a alrededor de 30 % (w/v). También puede ser conveniente incluir
un agente estabilizante de proteina, por ejemplo, glicerol, en una concentracién que
varia de alrededor de 0,5 % a alrededor de 20 %. Una sal adecuada, tal como cloruro
de sodio, cloruro de litio o citrato de sodio también puede ser conveniente en la
solucion precipitante, preferentemente, en una concentracion que varia de alrededor
de 1 mM a alrededor de 1000 mM. El precipitante se amortigua, preferentemente, a un
pH de alrededor de 3,0 a alrededor de 5,0, preferentemente, alrededor de 4,0. Los
amortiguadores especificos utiles en la solucion precipitante pueden variar y son
conocidos en el estado de la técnica (Scopes, Protein Purification: Principles y
Practice, tercera edicion, (1994) Springer-Verlag, Nueva York). Algunos ejemplos de
amortiguadores utiles incluyen, entre otros, HEPES, Tris, MES y acetato. Los cristales
se pueden cultivar en un amplio rango de temperaturas, que incluyen 2 °C, 4 °C, 8 °C
y 26 °C.

Los cristales de anticuerpo:antigeno se pueden estudiar usando técnicas de
difraccién de rayos X conocidas y se pueden refinar por medio de software informatico,
tal como X-PLOR (Yale University, 1992, distribuido por Molecular Simulations, Inc.;
véase, por ejemplo, Blundell & Johnson (1985) Meth. Enzymol. 114 & 115, H. W.
Wyckoff et al., ed., Academic Press; publicacion de la solicitud de patente
estadounidense N.° 2004/0014194) y BUSTER (Bricogne (1993) Acta Cryst. D49:37-
60; Bricogne (1997) Meth. Enzymol. 276A:361-423, Carter & Sweet, ed.; Roversi et al.
(2000) Acta Cryst. D56:1313-1323), cuyas descripciones se incorporan en su totalidad
en la presente por referencia.

Los anticuerpos anti-GITR se pueden fijar al mismo epitopo que cualquiera de
los anticuerpos anti-GITR que tienen la secuencia de aminoacidos descrita en la
presente, como se determind mediante una técnica de mapeo de epitopos, tal como

una técnica descrita en la presente.

VIl.  Anticuerpos modificados y sometidos a ingenieria genética
Regiones VH y VL

También se proporcionan anticuerpos modificados y modificados por ingenieria
genética que pueden prepararse mediante un anticuerpo que tiene una o mas de las
secuencias Vy y/o V| descritas en la presente como material de inicio para disefar un

anticuerpo modificado, que puede tener propiedades alteradas del anticuerpo de inicio.
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Un anticuerpo se puede someter a ingenieria genética modificando uno o mas
residuos en una o ambas regiones variables (es decir, Vy y/o V), por ejemplo, en una
0 mas regiones CDR y/o en una o mas regiones marco. De manera adicional o
alternativa, un anticuerpo se puede someter a ingenieria genética modificando los
residuos en las regiones constantes, por ejemplo, para alterar las funciones efectoras
del anticuerpo.

Un tipo de modificacidon por ingenieria genética de la region variable que se
puede realizar es el injerto de CDR. Los anticuerpos interactian con los antigenos
diana predominantemente a través de los residuos de aminoacidos que se ubican en
las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
y la cadena liviana. Por ello, las secuencias de aminoacidos en las CDR son mas
diversas entre los anticuerpos individuales que en las secuencias fuera de las CDR.
Dado que las secuencias CDR son responsables de la mayoria de las interacciones
anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las
propiedades de anticuerpos naturales especificos mediante la construccion de
vectores de expresion que incluyen secuencias CDR del anticuerpo natural especifico
injertado en secuencias marco de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes
(véase, por ejemplo, Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332:323-327; Jones, P. et al.
(1986) Nature 321:522-525; Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Véanse. EE. UU.
86:10029-10033; la patente estadounidense N.° 5,225,539 otorgada a Winter, y las
patentes estadounidenses N.°° 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 otorgadas
a Queen et al.)

En consecuencia, otra forma de realizacion descrita en la presente se relaciona
con un anticuerpo monoclonal aislado o una porcién de fijacion al antigeno de este,
que comprende una region variable de la cadena pesada, que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122,
138 y 342, SEQ ID NO: 21, 34, 47, 63, 79, 92, 107, 123, 139 y 343, y SEQ ID NO: 22,
35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344, respectivamente, y una region variable de la
cadena liviana, que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
23, 36, 49, 65, 68, 81, 94, 109, 112, 125, 141, 144 y 345, SEQ ID NO: 24, 37, 50, 66,
69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145 y 346, y SEQ ID NO: 25, 38, 51, 67, 70, 83, 96,
111, 114, 127, 143, 146 y 347, respectivamente. Por lo tanto, esos anticuerpos

contienen las secuencias CDR de V4 y V| de los anticuerpos monoclonales 28F3,
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19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10,
y aun asi pueden contener diferentes secuencias marco de estos anticuerpos.

Dichas secuencias marco se pueden obtener de bases de datos de ADN
publicas o de referencias publicadas que incluyen secuencias génicas de anticuerpos
germinales. Por ejemplo, las secuencias de ADN de la linea germinal para los genes
de las regiones variables de la cadena pesada y cadena liviana humanas se pueden
hallar en la base de datos de la secuencia de la linea germinal humana "VBase"
(disponible en Internet en www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase) y en Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S.
Department of Health and Human Services, NIH publicaciéon N.° 91-3242; Tomlinson, .
M., et al. (1992) "The Repertoire of Human Germline V,; Sequences Reveals about
Fifty Groups of V; Segments with Different Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227:776-
798; y Cox, J. P. L. et al. (1994) "A Directory of Human Germ-line Vy Segments
Reveals a Strong Bias in their Usage" Eur. J. Immunol. 24:827-836; los contenidos de
cada uno se incorporan expresamente en la presente por referencia.

Las secuencias marco preferidas para usar en los anticuerpos descritos en la
presente son aquellas estructuralmente similares a las secuencias marco usadas por
los anticuerpos descritos en la presente. Las secuencias CDR1, 2 y 3 de Vy vy las
secuencias CDR1, 2 y 3 de V| se pueden injertar en regiones marco que tienen una
secuencia idéntica a la que se halla en el gen de inmunoglobulina de la linea germinal
del que deriva la secuencia marco, o las secuencias CDR se pueden injertar en las
regiones marco que contienen una o mas mutaciones en comparacién con las
secuencias de la linea germinal. Por ejemplo, se ha descubierto que, en algunos
casos, es conveniente mutar los residuos en las regiones marco para mantener o
mejorar la capacidad de fijacion al antigeno del anticuerpo (véanse, por ejemplo, las
patentes estadounidenses N.os 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370
otorgadas a Queen et al).

Los anticuerpos sometidos a ingenieria genética descritos en la presente
incluyen aquellos en los que se realizaron modificaciones en los residuos marco en Vy
ylo V., por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo. En general, las
modificaciones del marco se realizan para disminuir la inmunogenicidad del
anticuerpo. Por ejemplo, un método consiste en "retromutar" uno o mas residuos
marco a la secuencia de la linea germinal correspondiente. Mas especificamente, un
anticuerpo que se sometié a mutacién somatica puede contener residuos marco que

difieren de la secuencia de la linea germinal de la que deriva el anticuerpo. Los
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residuos se pueden identificar comparando las secuencias marco del anticuerpo con
las secuencias de la linea germinal de la que deriva el anticuerpo. Para regresar las
secuencias de la region marco a la configuracion de su linea germinal, las mutaciones
somaticas se pueden “retromutar” a la secuencia de la linea germinal mediante, por
ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediada por PCR. Esos
anticuerpos “retromutados” también estan incluidos.

Otro tipo de modificacién del marco implica la mutacién de uno o mas residuos
en la region marco, o incluso en una o mas regiones CDR, pare eliminar los epitopos
de los linfocitos T y asi reducir la posible inmunogenicidad del anticuerpo. Este
enfoque también se denomina "desinmunizacion" y se describe en mayor detalle en la
publicacion de patente estadounidense N.° 20030153043 por Carr et al.

Otro tipo de modificacién de la region variable es mutar residuos de
aminoacidos en las regiones CDR1, CDR2 y/o CDR3, Vy y/o V|, para asi mejorar una
0 mas propiedades de fijacidon (por ejemplo, afinidad) del anticuerpo de interés. Se
puede realizar mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediada por PCR para
introducir las mutaciones, y se puede evaluar el efecto de la fijacion del anticuerpo, u
otra propiedad funcional de interés, mediante ensayos in vitro o in vivo, como se
describe en la presente y se indica en los ejemplos. Preferentemente, se introducen
modificaciones conservadoras (como se analiza mas adelante). Las mutaciones
pueden ser sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos, pero
preferentemente son sustituciones. Asimismo, por lo general, no se alteran mas de 1,
2, 3, 4 0 5 residuos en una region CDR.

En consecuencia, también se proporcionan anticuerpos monoclonales anti-
GITR aislados, o porciones de estos de fijacion al antigeno, que comprenden una
region variable de la cadena pesada que comprende: (a) una regiéon CDR1 de Vy que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y 342, o una secuencia de
aminoacidos que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, eliminaciones o adiciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y
342; (b) una region CDR2 de V4 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 21, 34, 47, 63, 79, 92, 107, 123,
139 y 343, o una secuencia de aminoacidos que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones,
eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO: 21, 34,
47, 63, 79, 92, 107, 123, 139 y 343; (c) una regién CDR3 de Vy que comprende una

secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 22,
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35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344, o una secuencia de aminoacidos que tiene 1,
2, 3, 4 o 5 sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion
con SEQ ID NO: 22, 35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344; (c) una region CDR1 de
VL. que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 23, 36, 49, 65, 68, 81, 94, 109, 112, 125, 141, 144 y 345, o
una secuencia de aminoacidos que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, eliminaciones o
adiciones de aminoacidos en comparacién con SEQ ID NO: 23, 36, 49, 65, 68, 81, 94,
109, 112, 125, 141, 144 y 345; (e) una region CDR2 de V| que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24,
37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145 y 346, 0 una secuencia de aminoacidos
que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en
comparacion con SEQ ID NO: 24, 37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145y
346; y (f) una region CDR3 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 25, 38, 51, 67, 70, 83, 96, 111,
114, 127, 143, 146 y 347, o una secuencia de aminoacidos que tiene 1, 2, 3, 4 0 5
sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con SEQ ID
NO: 25, 38, 51, 67, 70, 83, 96, 111, 114, 127, 143, 146 y 347.

Los residuos de metionina en las CDR de anticuerpos se pueden oxidar, lo que
podria provocar una degradacion quimica y la consecuente reduccion de la potencia
del anticuerpo. En consecuencia, también se proporcionan anticuerpos anti-GITR que
tienen uno o mas residuos de metionina en las CDR de la cadena pesada y/o liviana
reemplazados por residuos de aminoacidos que no se someten a degradacion
oxidativa. En una forma de realizacion, los residuos de metionina en las CDR de los
anticuerpos 28F3, 18E10, 19D3 y 6G10 se reemplazan por residuos de aminoacidos
que no se someten a degradacion oxidativa.

De manera similar, los sitios de desamidaciéon se pueden eliminar de los

anticuerpos anti-GITR, particularmente, en las CDR.

Fc y Fc modificados

Las regiones variables de anti-GITR descritas en la presente pueden estar
ligadas (por ejemplo, ligadas de manera covalente o fusionadas) a un Fc, por ejemplo,
un Fc de IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4, que puede ser de cualquier alotipo o isoalotipo, por
ejemplo, para IgG1: G1m, G1m1(a), G1m2(x), G1m3(f), G1m17(z); para IgG2: G2m,
G2m23(n); para 1gG3: G3m, G3m21(g1), G3m28(g5), G3m11(b0), G3m5(b1),
G3m13(b3), G3m14(b4), G3m10(b5), G3m15(s), G3m16(t), G3m6(c3), G3Mm24(cH),
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G3m26(u), G3m27(v); y para K: Km, Km1, Km2, Km3 (véase, por ejemplo, Jefferies et
al. (2009) mAbs 1:1).

En algunas formas de realizacion, las regiones variables de anti-GITR descritas
en la presente estan ligadas a un Fc que se fija a uno 0 mas receptores activadores Fc
(Feyl, Feylla o Feyllla), y por ende estimulan ADCC y pueden causar la reduccion de
linfocitos T. En algunas formas de realizacién, las regiones variables de anti-GITR
descritas en la presente estan ligadas a un Fc que causa reduccion. Como se describe
adicionalmente en los ejemplos (Ejemplos 16 y 17), los isotipos IgG2a de ratdon e
IgG2b de rata (equivalentes a IgG2a de raton en la fijacion a FcR activadores de raton)
indujeron la mayor inhibicién del crecimiento tumoral en varios modelos de tumor en
ratones. Los isotipos mG2a, mG2b y rG2b de anti-GITR casi no tuvieron efecto en las
poblaciones de Treg o indujeron escasos aumentos de estas en la periferia, mientras
que indujeron una reduccién de Treg considerable en el entorno tumoral, lo cual se
correlacioné con la inhibicién del crecimiento tumoral. En cambio, el isotipo migG2a
causo un aumento en el porcentaje de linfocitos CD8+ en el sitio del tumor, mientras
que migG1 e IgG2b de rata no causaron ningiin aumento, o solo un aumento minimo,
en el porcentaje de linfocitos CD8+. En consecuencia, en algunas formas de
realizacion, las regiones variables de anti-GITR descritas en la presente estan ligadas
a un Fc de IgG1 o IgG3 humanas, es decir, los anticuerpos son del isotipo 1IgG1 o
IgG3. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR son anticuerpos
reductores, en particular, reducen los linfocitos T, que estan en el microentorno
tumoral (y por lo tanto, mejoran la actividad antitumoral), pero no reducen
considerablemente los linfocitos T¢ que estan en el microentorno tumoral y median el
efecto antitumoral, y/o no reducen considerablemente los linfocitos Trg y Ter que estan
fuera del tumor, por ejemplo, en la periferia. En algunas formas de realizacion, los
anticuerpos anti-GITR son de un isotipo (ya sea un isotipo natural o no natural (por
ejemplo, que incluye una o mas mutaciones), que estimula la reduccién de linfocitos
Treg O la eliminacion en el sitio del tumor y la activacién concomitante de linfocitos T .
En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-GITR crean una relacion Teg
con respecto a T4 elevada en el sitio del tumor, lo cual indica una fuerte actividad
antitumoral, y preferentemente, sin reducir de manera considerable los linfocitos Teg y
Te que estan fuera del tumor, por ejemplo, en la periferia. En algunas formas de
realizacion, los anticuerpos anti-GITR bloquean la actividad inmunosupresora de Treg.
En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR tienen un receptor Fc con

poca o ninguna fijacién a FcR, por ejemplo, una fijacion reducida a FcR activadores.
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En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR tienen un Fc que se fija o
tienen mejor fijacién a FcRIIb, lo que puede proporcionar un agonismo mejorado.

En algunas formas de realizacion, la potencia de un anticuerpo anti-GITR para
potenciar una respuesta inmunitaria endégena es mejorada, optimizada o maximizada
mediante un método que comprende seleccionar, disefiar o modificar la region Fc del
anticuerpo para mejorar la fijacion de dicha region Fc a un receptor Fc activador. En
una forma de realizacion, el anticuerpo anti-GITR es TRX-518.

En algunas formas de realizacion, las regiones variables de anti-GITR descritas
en la presente estan ligadas a Fc no efectores o practicamente no efectores, por
ejemplo, 1IgG2 o IgG4.

Las regiones variables de anti-GITR descritas en la presente pueden estar
ligadas a una regién Fc no natural, por ejemplo, un Fc no efector o un Fc con mejor
fijacidon a uno o mas receptores Fc activadores (Fcyl, Fcylla o Feyllla), a fin de mejorar
la reduccion de T.¢4 en el entorno tumoral.

En general, las regiones variables descritas en la presente pueden estar
ligadas a un Fc que comprende una o mas modificaciones, generalmente para alterar
una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida sérica, fijacion
al complemento, fijacién al receptor Fc y/o citotoxicidad celular dependiente del
antigeno. Ademas, un anticuerpo descrito en la presente se puede modificar
quimicamente (por ejemplo, se pueden unir una o mas porciones quimicas al
anticuerpo) o se puede modificar para alterar su glucosilacién, para alterar una o mas
propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas formas de realizacion se
describe en mayor detalle mas adelante. La numeracion de los residuos en la regiéon
Fc es la del indice EU de Kabat.

La region Fc abarca dominios derivados de la region constante de una
inmunoglobulina, preferentemente, una inmunoglobulina humana, que incluye un
fragmento, un analogo, una variante, un mutante o un derivado de la regién constante.
Las inmunoglobulinas adecuadas incluyen 1gG1, 19G2, 19G3, 1gG4 y otras clases, tales
como IgA, IgD, IgE e IgM. La regién constante de una inmunoglobulina se define como
un polipéptido natural o producido en forma sintética, homélogo a la region del terminal
C de la inmunoglobulina, y puede incluir un dominio CH1, una bisagra, un dominio
CH2, un dominio CH3 o un dominio CH4, en forma separada o en combinacion.

La region constante de una inmunoglobulina es responsable de muchas
funciones importantes del anticuerpo, que incluyen la fijacion al receptor Fc (FcR) y la

fijacion al complemento. Existen cinco clases principales de region constante de la
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cadena pesada, clasificadas como IgA, IgG, IgD, IgE, IgM, cada una de ellas con
funciones efectoras caracteristicas, designadas por el isotipo. Por ejemplo, la 1gG se
separa en cuatro subclases conocidas como 1gG1, IgG2, IgG3 e 1gG4.

Las moléculas de Ig interactian con multiples clases de receptores celulares.
Por ejemplo, las moléculas de IgG interactian con tres clases de receptores Fcy
(FcyR) especificos para la clase de anticuerpo IgG, por ejemplo, FcyRI, FcyRIl y
FcyRIll. Se informd que las secuencias importantes para la fijacion de IgG a los
receptores FcyR se ubican en los dominios CH2 y CH3. La semivida sérica de un
anticuerpo es influenciada por la capacidad de ese anticuerpo de fijarse a un receptor
Fc (FcR).

En algunas formas de realizacion, la region Fc es una regién Fc variante, por
ejemplo, una secuencia de Fc que fue modificada (por ejemplo, mediante sustitucion,
eliminacion y/o insercion de aminoacidos) con respecto a una secuencia de Fc (por
ejemplo, un polipéptido Fc no modificado que se modifica posteriormente para generar
una variante), a fin de proporcionar caracteristicas estructurales convenientes y/o
actividad bioldgica.

Por ejemplo, se pueden realizar modificaciones en la region Fc, a fin de
generar una variante de Fc que (a) tenga mayor o menor citotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo (ADCC), (b) mayor o menor citotoxicidad mediada por el
complemento (CDC), (c) tenga mayor o menor afinidad a C1q y/o (d) tenga mayor o
menor afinidad a un receptor Fc con respecto al Fc nativo. Tales variantes de la regiéon
Fc comprenden, en general, al menos una modificacion de aminoacido en la region Fc.
Es particularmente conveniente combinar modificaciones de aminoacidos. Por
ejemplo, la region Fc variante puede incluir 2, 3, 4, 5, etc. sustituciones en ella, por
ejemplo, de las posiciones especificas de la region Fc identificadas en la presente.

Una region Fc variante también puede comprender una alteracion de
secuencia, en donde los aminoacidos que participan en la formacion del puente de
disulfuro se eliminan o se reemplazan por otros aminoacidos. Esa eliminacion puede
evitar la reaccion con otras proteinas que contienen cisteina presentes en la célula
huésped utilizada para producir los anticuerpos descritos en la presente. Aun cuando
se eliminan los residuos de cisteina, los dominios Fc de la cadena simple pueden
formar un dominio Fc dimérico que se mantiene unido de manera no covalente. En
otras formas de realizacion, la region Fc se puede modificar para hacerla mas
compatible con una célula huésped seleccionada. Por ejemplo, se puede eliminar la

secuencia de PA cerca del terminal N de una regidén Fc nativa tipica, que puede ser
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reconocida por una enzima digestiva en E. coli, tal como la prolina iminopeptidasa. En
otras formas de realizacion, se pueden eliminar uno o mas sitio de glucosilacion dentro
del dominio Fc. Los residuos que son generalmente glucosilados (por ejemplo,
asparagina) pueden conferir una respuesta citolitica. Tales residuos se pueden
eliminar o sustituir por residuos no glucosilados (por ejemplo, alanina). En otras formas
de realizacion, los sitios que participan en la interaccion con el complemento, tales
como el sitio de fijacion a C1q, se pueden eliminar de la region Fc. Por ejemplo, se
puede eliminar o sustituir la secuencia EKK de la IgG1 humana. En algunas formas de
realizacion, los sitios que afectan la fijacion a los receptores Fc se pueden eliminar,
preferentemente, aquellos que no son sitios de fijacion al receptor de rescate. En otras
formas de realizacién, una region Fc se puede modificar para eliminar un sitio ADCC.
En el estado de la técnica se conocen los sitios ADCC; véase, por ejemplo, Molec.
Immunol. 29 (5): 633-9 (1992) con respecto a los sitios ADCC en IgG1. Algunos
ejemplos especificos de los dominios Fc variantes se describen, por ejemplo, en WO
97/34631 y WO 96/32478.

En una forma de realizacion, la regién bisagra de Fc se modifica de manera
que se altere, por ejemplo, aumente o disminuya, la cantidad de residuos de cisteina
en la region bisagra. Este enfoque también se describe en la patente estadounidense
N.° 5.677.425 de Bodmer et al. La cantidad de residuos de cisteina en la region
bisagra de Fc se altera, por ejemplo, para facilitar el ensamble de las cadenas
pesadas y livianas o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo. En una
forma de realizacién, se muta la regién bisagra Fc de un anticuerpo para disminuir la
semivida bioldgica del anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas
mutaciones de aminoacidos en la region de interfase del dominio CH2-CH3 del
fragmento bisagra Fc, de manera que el anticuerpo tenga una fijacién deficiente de
proteina A de Staphylococcyl (SpA) con respecto a la fijacion de SpA al dominio
bisagra Fc natural. Este enfoque se describen en mayor detalle en la patente
estadounidense N.° 6.165.745 de Ward et al.

Aun en otras formas de realizacion, la regién Fc se altera mediante el
reemplazo de, al menos, un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido
diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden
reemplazar uno o mas aminoacidos seleccionados de los residuos de aminoacidos
234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 por un residuo de aminoacido diferente, de
manera que el anticuerpo tenga una afinidad alterada para un ligando efector, pero

retenga la capacidad de fijacion al antigeno del anticuerpo de origen. El ligando efector
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al cual se le altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente
C1 del complemento. Este enfoque también se describe en mayor detalle en las
patentes estadounidenses 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter et al.

En otro ejemplo, se pueden reemplazar uno 0 mas aminoacidos seleccionados
de los residuos de aminoacidos 329, 331 y 322 por un residuo de aminoacido
diferente, de manera que el anticuerpo presente una alteracioén de la fijacion a C1q y/o
una reduccion o eliminacion de la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).
Este enfoque se describe en mayor detalle en la patente estadounidense N.°
6.194.551 de Idusogie et al.

En otro ejemplo, se alteran uno o mas residuos de aminoacidos en las
posiciones de aminoacidos 231 y 239 para asi alterar la capacidad del anticuerpo para
fijarse al complemento. Este enfoque se describe en mayor detalle en la publicacion
PCT WO 94/29351 de Bodmer et al.

Aun en otro ejemplo, la region Fc se puede modificar para aumentar la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) y/o para aumentar la afinidad
a un receptor Fcy modificando uno o0 mas aminoacidos en las siguientes posiciones:
234, 235, 236, 238, 239, 240, 241, 243, 244, 245, 247, 248, 249, 252, 254, 255, 256,
258, 262, 263, 264, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289,
290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 299, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 313, 315, 320,
322, 324, 325, 326, 327, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373,
376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 433, 434, 435, 436, 437, 438 0 439.
Algunos ejemplos de sustitucion incluyen 236A, 239D, 239E, 268D, 267E, 268E, 268F,
324T, 332D y 332E. Algunos ejemplos de variantes incluyen 239D/332E, 236A/332E,
236A/239D/332E, 268F/324T, 267E/268F, 267E/324T y 267E/268F/324T. Oftras
modificaciones para mejorar FcyR vy las interacciones del complemento incluyen, entre
otras, las sustituciones 298A, 333A, 334A, 326A, 2471, 339D, 339Q, 280H, 290S,
298D, 298V, 243L, 292P, 300L, 396L, 3051 y 396L. Estas y otras modificaciones se
revisan en Strohl, 2009, Current Opinion in Biotechnology 20:685-691.

Las modificaciones de Fc que aumentan la fijacion a un receptor Fcy incluyen
modificaciones de aminoacidos en una o mas de las posiciones de aminoacidos 238,
239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 279, 280, 283,
285, 298, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 312, 315, 324,
327, 329, 330, 335, 337, 3338, 340, 360, 373, 376, 379, 382, 388, 389, 398, 414, 416,
419, 430, 434, 435, 437, 438 o0 439 de la region Fc, en donde la numeracion de los

residuos en la regiébn Fc es la del indice EU, como se describe en Kabat
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(WO00/42072).

Otras modificaciones de Fc que se pueden realizar a los Fc son las que se
hacen para reducir o eliminar la fijacion a FcyR y/o proteinas del complemento, y asi
reducir o eliminar las funciones efectoras mediadas por Fc, tales como ADCC, ADCP y
CDC. Los ejemplos de modificaciones incluyen, entre otros, sustituciones, inserciones
y eliminaciones en las posiciones 234, 235, 236, 237, 267, 269, 325y 328, en donde la
numeracion se realiza de acuerdo con el indice EU. Algunos ejemplos de sustituciones
incluyen, entre otros, 234G, 235G, 236R, 237K, 267R, 269R, 325L y 328R, en donde
la numeracion se realiza de acuerdo con el indice EU. Una variante de Fc puede
comprender 236R/328R. Otras modificaciones para reducir las interacciones de FcyR
y complemento incluyen las sustituciones 297A, 234A, 235A, 237A, 318A, 228P, 236E,
268Q, 309L, 330S, 331 S, 220S, 226S, 229S, 238S, 233P y 234V, ademas de la
eliminacion de la glucosilacién en la posicion 297 por medios enzimaticos o de
mutacion, o mediante la produccion en organismos, tales como bacterias que no
glucosilan proteinas. Estas y otras modificaciones se revisan en Strohl, 2009, Current
Opinion in Biotechnology 20:685-691.

De manera opcional, la regién Fc puede comprender un residuo de aminoacido
no natural en posiciones adicionales y/o alternativas conocidas por la persona del
oficio de nivel medio (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses N.®®
5,624,821; 6,277,375; 6,737,056; 6,194,551; 7,317,091; 8,101,720; las publicaciones
de patente PCT WO 00/42072; WO 01/58957; WO 02/06919; WO 04/016750; WO
04/029207; WO 04/035752; WO 04/074455; WO 04/099249; WO 04/063351; WO
05/070963; WO 05/040217, WO 05/092925 y WO 06/020114).

También se pueden usar variantes de Fc que mejoran la afinidad a un receptor
FcyRIlb inhibidor. Esas variantes pueden proporcionar a una proteina de fusion Fc
actividades inmunomoduladoras relacionadas con células FcyRIlb*, que incluyen, por
ejemplo, linfocitos B y monocitos. En una forma de realizacion, las variantes de Fc
proporcionan mejor afinidad selectiva a FcyRIlb con respecto a uno o mas receptores
activadores. Las modificaciones para alterar la fijacion a FcyRIlb incluyen una o mas
modificaciones en una posicién seleccionada del grupo que consiste en 234, 235, 236,
237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328 y 332, de acuerdo con el indice EU.
Algunos ejemplos de sustituciones para mejorar la afinidad a FcyRIlb incluyen, entre
otras, 234D, 234E, 234F, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N,
239D, 239E, 266M, 267D, 267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y y 332E.
Algunos ejemplos de sustituciones incluyen 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E, 268D,
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268E, 328F, 328W y 328Y. Otras variantes de Fc para mejorar la fijacion a FcyRIlb
incluyen 235Y/267E, 236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E vy
267E/328F.

Las afinidades y las propiedades de fijacion de una regién Fc para su ligando
se pueden determinar mediante distintos métodos de ensayo in vitro (ensayos
bioquimicos o inmunolégicos) conocidos en el estado de la técnica, que incluyen, entre
otros, métodos de equilibrio (por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA), radioinmunoensayo (RIA)) o cinética (por ejemplo, analisis BIACORE), y otros
métodos, tales como ensayos de fijacion indirecta, ensayos de inhibicion competitiva,
transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET), electroforesis en gel y
cromatografia (por ejemplo, filiracion en gel). Estos y otros métodos pueden utilizar
una etiqueta en uno o mas de los componentes que se examinan y/o emplear distintos
métodos de detecciéon, que incluyen, entre otros, etiquetas cromogénicas,
fluorescentes, luminiscentes o isotdpicas. Se puede hallar una descripcion detallada
de afinidades de fijacion y cinética en Paul, W. E., ed., Fundamental Immunology, 4.*
ed., Lippincott-Raven, Filadelfia (1999), que se centra en las interacciones anticuerpo-
inmunogen.

En algunas formas de realizacién, el anticuerpo se modifica para aumentar su
semivida bioldgica. Varios enfoques son posibles. Por ejemplo, esto se puede realizar
aumentando la afinidad de fijacion de la region Fc a FcRn. Por ejemplo, uno o mas de
los siguientes residuos se pueden mutar: 252, 254, 256, 433, 435, 436, como se
describe en la patente estadounidense N.° 6,277,375. Los ejemplos especificos de
sustituciones incluyen una o mas de las siguientes: T252L, T254S y/o T256F.
Alternativamente, para aumentar la semivida, se puede alterar el anticuerpo dentro de
la region CH1 o CL de manera que contenga un epitopo de fijacion al receptor de
rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de IgG, como se
describe en las patentes estadounidenses N.°° 5,869,046 y 6,121,022 de Presta et. al.
Otros ejemplos de variantes que aumentan la fijacion a FcRn y/o mejoran las
propiedades farmacocinéticas incluyen sustituciones en las posiciones 259, 308, 428 y
434, que incluyen, por ejemplo, 2591, 308F, 428L, 428M, 434S, 434H, 434F, 434Y y
434M. Otras variantes que aumentan la fijaciéon de Fc a FcRn incluyen: 250E, 250Q,
428L, 428F, 250Q/428L (Hinton et al., 2004, J. Biol. Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton
et al. 2006 Journal of Immunology 176:346-356), 256A, 272A, 286A, 305A, 307A,
307Q, 31 1A, 312A, 376A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et al, Journal of Biological
Chemistry, 2001, 276(9):6591-6604), 252F, 252T, 252Y, 252W, 254T, 256S, 256R,
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256Q, 256E, 256D, 256T, 309P, 31 1 S, 433R, 433S, 433l, 433P, 433Q, 434H, 434F,
434Y, 252Y/254T/256E, 433K/434F/436H, 308T/309P/311S (Dall Acqua et al. Journal
of Immunology, 2002, 169:5171-5180, Dall'Acqua et al., 2006, Journal of Biological
Chemistry 281:23514-23524). Otras modificaciones para modular la fijacién a FcRn se
describen en Yeung et al., 2010, J Immunol, 182:7663-7671. En algunas formas de
realizacion, se pueden usar isotipos de IgG hibridos con caracteristicas biolégicas
particulares. Por ejemplo, una variante hibrida de 1gG1/1gG3 se puede construir
sustituyendo las posiciones de 1gG1 en la region CH2 y/o CH3 con los aminoacidos
de 1gG3 en las posiciones en donde los dos is6topos difieren. Por lo tanto, se puede
construir una variante hibrida del anticuerpo IgG que comprenda una o mas
sustituciones, por ejemplo, 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E, 358M, 384S, 392N, 397M,
4221, 435R y 436F. En otras formas de realizacion descritas en la presente, se puede
construir una variante hibrida de 1gG1/1gG2 sustituyendo las posiciones de IgG2 en la
region CH2 y/o CH3 con aminoacidos de 1gG1 en las posiciones en donde los dos
isotopos difieren. Por lo tanto, se puede construir una variante hibrida del anticuerpo
IgG que comprenda una o mas sustituciones, por ejemplo, una o0 mas de las siguientes
sustituciones de aminoacidos: 233E, 234L, 235L, -236G (en referencia a la insercion
de una glicina en la posicion 236) y 327A.

Ademas, los sitios de fijacion en IgG1 humana para FcyR1, FcyRIl, FcyRIIl y
FcRn se mapearon, y se describieron variantes con fijacion mejorada (véase Shields et
al. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604). Se demostré6 que las mutaciones
especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339 mejoran la fijacion a
FcyRIll. Ademas, se demostrd que las siguientes combinaciones de mutantes mejoran
la fijacion a FcyRIIl:  T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A 'y
S298A/E333A/K334A, lo cual se mostré para exhibir mejor fijacion a FcyRllla y
actividad de ADCC (Shields et al., 2001). Se identificaron otras variantes de IgG1 con
una fijacion mucho mejor a FcyRIlla, que incluyen variantes con mutaciones de
S239D/I332E y S239D/I332E/A330L, las cuales mostraron el mayor aumento en
afinidad a FcyRllla, una disminucion en la fijacién a FcyRIIb y una fuerte actividad
citotoxica en Macaca fascicularis (Lazar et al.,, 2006). La introduccion de las
mutaciones triples en anticuerpos, tales como alemtuzumab (especifico de CD52),
trastuzumab (especifico de HER2/neu), rituximab (especifico de CD20) y cetuximab
(especifico de EGFR) implicé una considerable mejora de la actividad de ADCC in
vitro, y la variante de S239D/I332E mostr6 una mejor capacidad para eliminar los

linfocitos B en monos (Lazar et al., 2006). Asimismo, se identificaron mutantes de 1gG1
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que contenian mutaciones L235V, F243L, R292P, Y300L y P396L que exhibieron una
mejor afinidad a FcyRllla y, al mismo tiempo, mejor actividad de ADCC en ratones
transgénicos que expresaban FcyRIlla humano en modelos de cancer de linfocitos B y
cancer de mama (Stavenhagen et al., 2007; Nordstrom et al., 2011). Otros mutantes
de Fc que se pueden wusar incluyen: S298A/E333A/L334A, S239D/I332E,
S239D/1332E/A330L, L235V/F243L/R292P/Y300L/ P396L y M428L/N434S.

En algunas formas de realizacion, se elige un Fc que tiene menor fijacién a
FcyR. Un ejemplo de Fc, por ejemplo, Fc de IgG1, con menor fijacién a FcyR
comprende las siguientes tres sustituciones de aminoacidos: L234A, L235E y G237A.

En algunas formas de realizacion, se elige un Fc que tiene menor fijacion al
complemento. Un ejemplo de Fc, por ejemplo, Fc de IgG1, con menor fijacion al
complemento tiene las siguientes dos sustituciones de aminoacidos: A330S y P331S.

En algunas formas de realizacion, se elige un Fc que esencialmente no tiene
funcién efectora, es decir, tiene menos fijacion a FcyR y menos fijacion al
complemento. Un ejemplo de Fc, por ejemplo, Fc de IgG1, que es no efectora
comprende las siguientes mutaciones: L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. Los
ejemplos de cadenas pesadas que comprenden estas mutaciones se indican en la
Tabla 11.

Cuando se usa un dominio constante de IgG4, generalmente es preferible
incluir la sustitucion S228P, que imita la secuencia bisagra en IgG1 y asi estabiliza las
moléculas de IgG4.

Aun en otra forma de realizacién, se modifica la glucosilacion de un anticuerpo.
Por ejemplo, se puede obtener un anticuerpo aglucosilado (es decir, el anticuerpo
carece de glucosilacion). La glucosilacion se puede alterar, por ejemplo, para
aumentar la afinidad del anticuerpo al antigeno. Tales modificaciones de carbohidratos
se pueden lograr, por ejemplo, mediante la alteracibn de uno o mas sitios de
glucosilacion en la secuencia de anticuerpos. Por ejemplo, se pueden realizar una o
mas sustituciones de aminoacidos que den como resultado la eliminacion de uno o
mas sitios de glucosilacion de marco de region variable, para asi eliminar la
glucosilacion en ese sitio. La aglucosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo
al antigeno. Ese enfoque se describe en mayor detalle en las patentes
estadounidenses N.*° 5.714.350 y 6.350.861 de Co et al.

La glucosilacion de la region constante en N297 se puede evitar mutando el
residuo N297 a otro residuo, por ejemplo, N297A, y/o mutando un aminoacido

adyacente, por ejemplo, 298, para reducir asi la glucosilacion en N297.
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De manera adicional o alternativa, se puede obtener un anticuerpo que tenga
un tipo de glucosilacion alterada, tal como un anticuerpo hipofucosilado que tenga una
menor cantidad de residuos de fucosilo o un anticuerpo que tenga mas estructuras
GlcNac bisectrices. Se demostré que dichos patrones de glucosilacion alterados
aumentan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Las modificaciones de
carbohidratos se pueden lograr, por ejemplo, mediante la expresion del anticuerpo en
una célula huésped que tenga una maquinaria de glucosilacién alterada. Las células
que tienen una maquinaria de glucosilacion alterada se describieron en el estado de la
técnica y se pueden usar como células huésped para expresar en ellas anticuerpos
recombinantes descritos en la presente, para asi producir un anticuerpo con
glucosilacion alterada. Por ejemplo, EP 1.176.195 de Hanai et al. describe una linea
celular con un gen FUT8 funcionalmente alterado, que codifica una fucosil transferasa,
de modo que los anticuerpos expresados en esa linea celular exhiban
hipofucosilacién. La publicacion de PCT WO 03/035835 de Presta describe una
variante de la linea celular CHO, células Lec13, con una menor capacidad de unir
fucosa a los carbohidratos ligados a Asn(297), lo cual también da como resultado la
hipofucosilacién de anticuerpos expresados en esa linea celular (véase también
Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740). La publicacion de PCT
WO 99/54342 de Umana et al. describe lineas celulares modificadas por ingenieria
genética para expresar glucosiltransferasas modificadoras de glucoproteinas (por
ejemplo, beta(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 1ll (GnTlll)), de manera que los
anticuerpos expresados en las lineas celulares modificadas por ingenieria genética
muestren mas estructuras GlcNac bisectrices, lo cual da como resultado una mayor
actividad de ADCC de los anticuerpos (véase también Umana et al., (1999) Nat.
Biotech. 17:176-180).

Otra modificacion de los anticuerpos descrita en la presente es pegilacion. Un
anticuerpo se puede pegilar, por ejemplo, para aumentar la semivida biolodgica (por
ejemplo, suero) del anticuerpo. Para pegilar un anticuerpo, el anticuerpo, o un
fragmento de este, se hace reaccionar, por lo general, con polietilenglicol (PEG), tal
como un éster reactivo o un derivado de aldehido de PEG, en condiciones en las que
uno o mas grupos PEG se unen al anticuerpo o fragmento del anticuerpo. Con
preferencia, la pegilacion se realiza mediante una reaccion de acilacion o una reaccion
de alquilacion con una molécula de PEG reactiva (0 un polimero hidrosoluble reactivo
analogo). Como se usa en la presente, la expresién “polietilenglicol” pretende abarcar

cualquiera de las formas de PEG que se usaron para derivatizar otras proteinas, tales
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como mono (C1-C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. En
algunas formas de realizacion, el anticuerpo que se pegilard es un anticuerpo
aglucosilado. Los métodos para pegilar proteinas se conocen en el estado de la
técnica y se pueden aplicar a los anticuerpos descritos en la presente. Véanse, por
ejemplo, EP 0 154 316 de Nishimura et al. y EP 0 401 384 de Ishikawa et al.

VIIl. Propiedades fisicas de los anticuerpos

Los anticuerpos descritos en la presente pueden contener uno o mas sitios de
glucosilacion en la regién variable de la cadena liviana o pesada. Tales sitios de
glucosilacion pueden dar como resultado un aumento de la inmunogenicidad del
anticuerpo o una alteraciéon de la pK del anticuerpo debido a la fijacion alterada al
antigeno (Marshall et al (1972) Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala y Morrison (2004)
J Immunol 172:5489-94; Wallick et al (1988) J Exp Med 168:1099-109; Spiro (2002)
Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al (1985) Nature 316:452-7; Mimura et al. (2000)
Mol Immunol 37:697-706). Se sabe que la glucosilacion se produce en los motivos que
contienen una secuencia N-X-S/T. En algunos casos, se prefiere un anticuerpo anti-
GITR que no contenga glucosilacion en la region variable. Esto se puede lograr
seleccionando anticuerpos que no contienen el motivo de glucosilacion en la region
variable o mutando residuos en la regién de glucosilacion.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos descritos en la presente no
contienen sitios de isomerismo de asparagina. La desamidacion de asparagina se
puede producir en secuencias N-G o D-G y puede dar como resultado la creacion de
un residuo de acido isoaspartico que introduce un pliegue en la cadena de polipéptidos
y disminuye su estabilidad (efecto del acido isoaspartico).

Cada anticuerpo tendra un punto isoeléctrico unico (pl), que a menudo se
encuentra en el rango de pH 6 a 9,5. A menudo, el pH de un anticuerpo IgG1 se
encuentra en el rango de pH de 7-9,5, y el pl de un anticuerpo IgG4 se encuentra en el
rango de pH de 6-8. Existen conjeturas con respecto a que los anticuerpos con un pl
fuera del rango normal pueden presentar desplegamiento e inestabilidad en
condiciones in vivo. Por ello, es preferible tener un anticuerpo anti-GITR que contenga
un valor pl que se encuentre dentro del rango normal. Esto puede lograrse
seleccionando anticuerpos con un pl en el rango normal o mutando residuos de
superficie cargada.

Cada anticuerpo tendra una temperatura de fusién caracteristica, con una

temperatura de fusién mas alta que indica una mayor estabilidad in vivo general
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(Krishnamurthy R 'y Manning M C (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). En general,
se prefiere que la Ty, (la temperatura del desplegamiento inicial) sea mayor a 60 °C,
preferentemente, mayor a 65 °C, aun con mayor preferencia, mayor a 70 °C. El punto
de fusion de un anticuerpo se puede medir usando calorimetria diferencial de barrido
(Chen et al (2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al (1999) Immunol Lett 68:47-
52) o dicroismo circular (Murray et al. (2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9).

En una forma de realizacion preferida, se seleccionan anticuerpos que no se
degradan rapidamente. La degradaciéon de un anticuerpo se puede medir usando
electroforesis capilar (CE) y MALDI-MS (Alexander A J y Hughes D E (1995) Anal
Chem 67:3626-32).

En otra forma de realizacién preferida, se seleccionan anticuerpos que tienen
efectos de agregabilidad minimos, lo cual puede desencadenar una respuesta
inmunitaria no deseada y/o propiedades farmacocinéticas alteradas o desfavorables.
En general, son aceptables los anticuerpos que tienen una agregabilidad de 25 % o
menos, preferentemente, 20 % o menos, aun con mayor preferencia, 15% o menos,
aun con mayor preferencia, 10 % o menos y, aun con mayor preferencia, 5 % o
menos. La agregabilidad se puede medir mediante distintas técnicas, que incluyen
columna de exclusién por tamafo (SEC), cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC) y dispersion de luz.

IX. Métodos para modificar anticuerpos por ingenieria genética

Como se analizé anteriormente, los anticuerpos anti-GITR que tienen las
secuencias Vy y V_ descritas en la presente se pueden usar para crear nuevos
anticuerpos anti-GITR modificando las secuencias VH y/o VL o las regiones
constantes unidas a estas. Por eso, en otro aspecto descrito en la presente, las
caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente, por
ejemplo, 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10, se usan para
crear anticuerpos anti-GITR estructuralmente relacionados que retienen al menos una
propiedad funcional de los anticuerpos descritos en la presente, tales como fijacion a
GITR humano y GITR de Macaca fascicularis. Por ejemplo, una o mas regiones CDR
de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10, o mutaciones de
estas, se pueden combinar de manera recombinante con regiones marco y/u otras
CDR para crear anticuerpos anti-GITR adicionales modificados de manera
recombinante por ingenieria genética descritos en la presente, como se analizé

anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen aquellas descritas en la seccion
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anterior. El material de inicio para el método de modificacion por ingenieria genética es
uno o mas de las secuencias Vy y/o V| proporcionadas en la presente, 0 una 0 mas
regiones CDR de estas. Para crear el anticuerpo modificado por ingenieria genética,
no es necesario preparar realmente (es decir, expresar como una proteina) un
anticuerpo que tenga una o mas de las secuencias Vy y/o V| que se proporcionan en
la presente, o una o mas de sus regiones CDR. En cambio, la informacién contenida
en las secuencias se usa como material de inicio para crear una secuencia de
“segunda generacion” derivada de las secuencias originales, y luego, las secuencias
de “segunda generacion” se preparan y se expresan como una proteina.

En consecuencia, en la presente se proporcionan métodos para preparar un
anticuerpo anti-GITR que comprende:

(a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de region variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia CDR1 seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 20, 33, 46, 62, 78, 91, 106, 122, 138 y 342, una secuencia
CDR2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 21, 34, 47, 63, 79, 92, 107,
123, 139 y 343, y/o una secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 22, 35, 48, 64, 80, 93, 108, 124, 140 y 344; y (ii) una secuencia de anticuerpo
de la region variable de la cadena liviana que comprende una secuencia CDR1
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 23, 36, 49, 65, 68, 81, 94, 109,
112, 125, 141, 144, y 345, una secuencia CDR2 seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 24, 37, 50, 66, 69, 82, 95, 110, 113, 126, 142, 145 y 346, y/o una
secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 25, 38, 51, 67,
70, 83, 96, 111, 114, 127, 143, 146 y 347;

(b) alterar al menos un residuo de aminoacido dentro de la secuencia de
anticuerpo de la regioén variable de la cadena pesada y/o la secuencia de anticuerpo
de la region variable de la cadena liviana para crear al menos una secuencia de
anticuerpo alterada; y

(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

Se pueden usar técnicas de biologia molecular estandares para preparar y
expresar la secuencia de anticuerpo alterada.

Preferentemente, el anticuerpo codificado por la secuencia de anticuerpo
alterada es el que retiene una, algunas o la totalidad de las propiedades funcionales
de los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente, que incluyen,

(1) fijarse a GITR humano soluble, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o

menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié6 mediante
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Biacore;

(2) fijarse a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con una
Ko de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midi6 mediante Scatchard;

(3) fijarse a GITR humano unido a la membrana, por ejemplo, con un
ECs, de 1 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 1 nM), por ejemplo, como se
midié mediante FACS;

(4) fijarse a GITR de Macaca fascicularis, por ejemplo, fijarse a GITR de
Macaca fascicularis unido a la membrana, por ejemplo, con un EC50 de 10 nM
0 menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se midié mediante
FACS;

(5) inducir o mejorar la activacién de linfocitos T, tal como en presencia
del acoplamiento CD3 (por ejemplo, en presencia de concentraciones anti-CD3
subdptimas), como se demostré mediante (i) el aumento de la produccién de
IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR y/o (ii) la mejora en la
proliferacién de linfocitos T;

(6) inducir o mejorar la activacion de linfocitos T sin requerir la
reticulacion multivalente;

(7) inhibir la fijacién del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR, por
ejemplo, con un ECsq de 1 ug/ml o menos, como se midié mediante FACS;

(8) inhibir parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a
GITR en linfocitos T activados;

(9) fijarse a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ
ID NO: 4), por ejemplo, un epitopo discontinuo en las secuencias de
aminoacidos PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE
(SEQ ID NO: 218);

(10) fijarse a GITR humano glucosilado y no glucosilado ligado a O y
ligado a N;

(11) tener actividad agonista en ausencia de la fijacion a un receptor Fc,
pero en donde la fijacion a un receptor Fc también mejora la actividad agonista;
y

(12) competir en cualquier direccion o en ambas direcciones, para
fijarse a GITR humano, con 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2,
14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y/o 6G10.
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El anticuerpo alterado puede exhibir una 0 mas, dos o mas, tres o mas, cuatro
0 mas, cinco 0 mas, seis 0 mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas,
once o todas las propiedades funcionales indicadas en (1) a (12) anteriormente. Las
propiedades funcionales de los anticuerpos alterados se pueden evaluar mediante
ensayos estandares disponibles en el estado de la técnica y/o descritos en la presente,
tales como los que se indican en los ejemplos (por ejemplo, ELISA, FACS).

En algunas formas de realizacién de los métodos para modificar anticuerpos
por ingenieria genética descritos en la presente, se pueden introducir mutaciones de
manera aleatoria o selectiva a lo largo de toda una secuencia que codifica el
anticuerpo anti-GITR o en una parte de aquella, y los anticuerpos anti-GITR
modificados resultantes se pueden analizar para determinar la actividad de fijacion y/u
otras propiedades funcionales descritas en la presente. Se han descrito métodos
mutacionales en el estado de la técnica. Por ejemplo, la publicacion PCT WO
02/092780 de Short describe métodos para crear y analizar mutaciones de anticuerpos
mediante el uso de mutagénesis de saturacion, ensamble de ligadura de sintesis, o
una combinacion de estos. De manera alternativa, la publicacion PCT WO 03/074679
de Lazar et al. describe métodos de uso del analisis computacional para optimizar

propiedades fisioquimicas de anticuerpos.

X. Moléculas de acidos nucleicos

Otro aspecto descrito en la presente se relaciona con las moléculas de acidos
nucleicos que codifican los anticuerpos descritos en la presente. Los acidos nucleicos
pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma
parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico esta "aislado" o "se
vuelve sustancialmente puro" cuando se purifica de otros componentes celulares u
otros contaminantes, por ejemplo, otras proteinas o acidos nucleicos celulares (por
ejemplo, ADN cromosomico, tal como el ADN cromosomico que esta unido al ADN
aislado en la naturaleza), mediante técnicas estandares, que incluyen el tratamiento
con SDS/alcalino, bandas de CsClI, cromatografia en columna, enzimas de restriccion,
electroforesis en gel de agarosa y otras técnicas conocidas en el estado de la técnica.
Véase, F. Ausubel, et al., ed. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing y Wiley Interscience, Nueva York. Un acido nucleico descrito en la presente
puede ser, por ejemplo, ADN o ARN, y puede contener secuencias intrénicas o no. En
algunas formas de realizacién preferidas, el acido nucleico es una molécula de cADN.

Los acidos nucleicos descritos en la presente se pueden obtener usando
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técnicas de biologia molecular estandares. En el caso de los anticuerpos expresados
por hibridomas (por ejemplo, hibridomas preparados de ratones transgénicos que
tienen genes de inmunoglobulina humana como se describe mas adelante), los cADN
que codifican la cadena liviana y la cadena pesada del anticuerpo obtenido mediante
el hibridoma se pueden obtener mediante técnicas estandares de amplificaciéon por
PCR o clonacién de cADN. En el caso de los anticuerpos obtenidos de una genoteca
de inmunoglobulina (por ejemplo, usando técnicas de expresion en fago), un acido
nucleico que codifica el anticuerpo se puede recuperar de una genoteca.

Las moléculas de acidos nucleicos preferidas descritas en la presente son
aquellas que codifican las secuencias VH y VL de los anticuerpos monoclonales 28F3,
19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10.
Los ejemplos de secuencias de ADN que codifican las secuencias VH de 28F3, 19D3,
18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y 6G10 se indican en SEQ ID NO: 147, 154,
158, 162, 168, 172, 176, 182, 186 y 353, respectivamente. Los ejemplos de
secuencias de ADN que codifican las secuencias VL de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1,
3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10 se indican en SEQ ID
NO: 148, 155, 163, 164, 169, 173, 177, 178, 183, 187, 188 y 354, respectivamente.
Los ejemplos de ADN que codifican las secuencias de la cadena pesada de 28F3,
19D3, 18E10, 3C3 (3C3-1 y 3C3-2), 2G6, 8A6, 9G7 (9G7-1 y 9G7-2), 14E3, 19H8
(19H8-1 y 19H8-2) y 6G10 se indican en SEQ ID NO: 149, 156, 160, 165, 170, 174,
179, 184, 189 y 355, respectivamente. Los ejemplos de secuencias de ADN que
codifican las secuencias de la cadena liviana de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2,
2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10 se indican en SEQ ID NO:
150, 157, 161, 166, 167, 171, 175, 181, 180, 185, 190, 191 y 356, respectivamente.

Los ejemplos de acidos nucleicos que codifican los dominios VH y VL maduros
de los anticuerpos 28F3.IgG1 y 28F3.1gG1.1 (misma region variable) se indican en
SEQ ID NO: 147 y 148, respectivamente. Los ejemplos de acidos nucleicos que
codifican las cadenas pesadas maduras de los anticuerpos 28F3.19G1 y 28F3.19G1.1
se indican en SEQ ID NO: 151 y 152, respectivamente, y un ejemplo de acido nucleico
que codifica la cadena liviana madura de los anticuerpos 28F3.1gG1 y 28F3.1gG1.1 se
indica en SEQ ID NO: 153.

Los ejemplos de dominios VH y VL de los anticuerpos 28F3.IgG1 vy
28F3.1gG1.1 (misma region variable) con un péptido de senal se indican en SEQ ID
NO: 357 y 358, respectivamente, y las secuencias de nucledtidos que las codifican se
indican en SEQ ID NO: 359 y 360, respectivamente.
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Los ejemplos de cadenas pesadas de los anticuerpos 28F3.1gG1 y 28F3.19G1.1
con un péptido de sefal se indican en SEQ ID NO: 361 y 362, respectivamente, y los
ejemplos de secuencias de nucleétidos que las codifican se indican en SEQ ID NO:
363 y 364, respectivamente. Un ejemplo de cadena liviana de los anticuerpos
28F3.1gG1 y 28F3.1gG1.1 con un péptido de sefial se indica en SEQ ID NO: 365, y un
ejemplo de secuencia de nucleétidos que la codifica se indica en SEQ ID NO: 366.

Un método para elaborar 28F3.1gG1 puede comprender expresar la cadena
pesada y las cadenas livianas en una linea celular que comprende las secuencias de
nucledtidos que codifican las cadenas pesadas y livianas con un péptido de sefial, por
ejemplo, SEQ ID NO: 363 y 365, respectivamente. Un método para elaborar
28F3.1gG1.1 puede comprender expresar la cadena pesada y las cadenas livianas en
una linea celular que comprende las secuencias de nucleétidos que codifican las
cadenas pesadas vy livianas con un péptido de sefal, por ejemplo, SEQ ID NO: 364 y
366, respectivamente. La presente abarca las células huésped que comprenden estas
secuencias de nucleotidos.

Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que codifican los segmentos
VH y VL, estos fragmentos de ADN también se pueden manipular mediante técnicas
de ADN recombinante estandares, por ejemplo, para convertir los genes de la region
variable en genes de la cadena de anticuerpos de longitud completa, en genes del
fragmento Fab o en un gen scFv. En estas manipulaciones, el fragmento de ADN que
codifica VL o VH se liga operativamente a otro fragmento de ADN que codifica otra
proteina, tal como una regién constante del anticuerpo o un ligador flexible. Como se
usa en este contexto, la expresion "ligado operativamente" significa que los dos
fragmentos de ADN se unen de manera tal que las secuencias de aminoacidos
codificadas por los dos fragmentos de ADN permanecen en el marco.

El ADN aislado que codifica la region VH se puede convertir en un gen de la
cadena pesada de longitud completa ligando operativamente el ADN que codifica VH a
otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de la cadena pesada (bisagra,
CH1, CH2 y/o CH3). Las secuencias de los genes de la region constante de la cadena
pesada se conocen en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, Kabat, E. A,, et al.,
(1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S.
Department of Health and Human Services, NIH publicacién N.° 91-3242), y los
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener mediante la
amplificacion PCR estandar. La region constante de la cadena pesada puede ser una

region constante de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, por ejemplo, una
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region de IgG1. Para un gen de la cadena pesada del fragmento Fab, el ADN que
codifica Vy se puede ligar operativamente a otra molécula de ADN que codifica solo la
region constante CH1 de la cadena pesada.

El ADN aislado que codifica la region VL se puede convertir en un gen de la
cadena liviana de longitud completa (como un gen de la cadena liviana Fab) ligando
operativamente el ADN que codifica VL a otra molécula de ADN que codifica la region
constante de la cadena liviana, CL. Las secuencias de los genes de la regién
constante de la cadena liviana se conocen en el estado de la técnica (véase, por
ejemplo, Kabat, E. A., et al. (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest,
quinta edicién, U.S. Department of Health and Human Services, NIH publicacion N.°
91-3242), y los fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener
mediante la amplificacion PCR estandar. La region constante de la cadena liviana
puede ser una regién constante kappa o lambda.

Con el objetivo de crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican VH
y VL se ligan operativamente a otro fragmento que codifica un ligador flexible, por
ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly, -Ser);, de manera que las
secuencias VH y VL se puedan expresar como una proteina de cadena simple
contigua, con las regiones VL y VH unidas mediante el ligador flexible (véanse, por
ejemplo, Bird et al., (1988) Science 242:423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., (1990) Nature 348:552-554).

En la presente también se proporcionan moléculas de acidos nucleicos que
codifican secuencias VH y VL homodlogas a las de los anticuerpos monoclonales 28F3,
19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10.
Los ejemplos de moléculas de acidos nucleicos codifican secuencias VH y VL que son
al menos 70 % idénticas, por ejemplo, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 99 % idénticas, a las moléculas de acidos
nucleicos que codifican las secuencias VH y VL de los anticuerpos monoclonales
28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y
6G10. En la presente también se proporcionan moléculas de acidos nucleicos con
sustituciones conservadoras (es decir, sustituciones que no alteran las secuencias de
aminoacidos resultantes después de la traducciéon de la molécula de acido nucleico),

por ejemplo, para la optimizacion de codones.

XI. Produccidén de anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales descritos en la presente se pueden producir
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mediante distintas técnicas, tales como la técnica de hibridacién celular somatica
estandar descrita en Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975). Si bien se prefieren los
procedimientos de hibridacién celular somatica, en principio, también se pueden
emplear otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo,
transformacion viral u oncogénica de linfocitos B, técnica de expresion en fago
mediante el uso de colecciones de genes de anticuerpo humano.

El sistema de animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murino.
La produccion de hibridomas en el raton es un proceso sélidamente establecido. Los
protocolos de inmunizacién y las técnicas para aislar esplenocitos inmunizados con
fines de fusién son conocidos en el estado de la técnica. Los socios de fusion (por
ejemplo, células de mieloma murino) y los procedimientos de fusiéon también son
conocidos.

Los anticuerpos quiméricos o humanizados descritos en la presente se pueden
preparar en funcién de la secuencia de un anticuerpo monoclonal murino preparado
como se describié anteriormente. EI ADN que codifica las inmunoglobulinas de la
cadena pesada y liviana se puede obtener del hibridoma murino de interés y se
pueden modificar por ingenieria genética para que contengan secuencias de
inmunoglobulina no murina (por ejemplo, humana) mediante el uso de técnicas de
biologia molecular estandares. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las
regiones variables murinas se pueden ligar a regiones constantes humanas usando
métodos conocidos en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense N.° 4,816,567 otorgada a Cabilly et al.). Con el objetivo de crear un
anticuerpo humanizado, las regiones CDR murinas se pueden introducir en un marco
humano usando métodos conocidos en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, la
patentes estadounidense N.° 5,225,539 otorgada a Winter, y las patentes
estadounidenses N.** 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 otorgadas a Queen
et al.).

En una forma de realizacion, los anticuerpos descritos en la presente son
anticuerpos monoclonales humanos. Tales anticuerpos monoclonales humanos
dirigidos contra GITR se pueden generar usando ratones transgénicos o
transcromosomicos que tienen partes del sistema inmunitario humano en lugar del
sistema de raton. Estos ratones transgénicos y transcromosomicos incluyen ratones
que, en la presente, se denominan ratones HUMADb y ratones KM, respectivamente, y
en conjunto, “ratones de Ig humana”.

HuMAb mouse® (Medarex®, Inc.) contiene minilocus del gen de
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inmunoglobulina humana que codifican secuencias de inmunoglobulina de la cadena
pesada (M y y) y de la cadena liviana kK humana sin redisposicién, junto con mutaciones
dirigidas que inactivan el locus de las cadenas p y kK endégeno (véase, por ejemplo,
Lonberg et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859). En consecuencia, los ratones
muestran una expresién reducida de Kk o IgM de ratén, y en respuesta a la
inmunizacioén, los transgenes de la cadena pesada vy liviana humanos introducidos se
someten a un cambio de clase y mutacion somatica para generar IgGk humana
monoclonal con alta afinidad (Lonberg et al. (1994), supra; se hace una resefa en
Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N.
y Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13:. 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N.
(1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). La preparacion y el uso de ratones HuMab,
y las modificaciones gendmicas realizadas por tales ratones, se describen
adicionalmente en Taylor, L. et al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295;
Chen, J. et al. (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123;
Chen, J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol.
152:2912-2920; Taylor, L. et al. (1994) International Immunology 6: 579-591; y
Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851, cuyo contenido se
incorpora especificamente en la presente por referencia en su totalidad. Véanse
también las patentes estadounidenses N.”° 5,545806; 5,569,825; 5,625,126;
5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; todas
otorgadas a Lonberg y Kay; patente estadounidense N.° 5,545,807 otorgada a Surani
et al.; Publicacion PCT N.”® WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO
97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962, todas otorgadas a Lonberg y Kay; y
publicacion PCT N.° WO 01/14424 otorgada a Korman et al.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos descritos en la presente se
obtienen usando un raton que tiene secuencias de inmunoglobulina humana en
transgenes y transcromosomas, tales como un ratén que tiene un transgén de la
cadena pesada humana y un transcromosoma de la cadena liviana humana. Tales
ratones, denominados en la presente “ratones KM’, se describen en detalle en la
publicacion PCT WO 02/43478 otorgada a Ishida et al.

Adicionalmente, existen sistemas de animales transgénicos alternativos que
expresan genes de inmunoglobulina humana que estan disponibles en el estado de la
técnica y se pueden usar para obtener anticuerpos anti-GITR descritos en la presente.

Por ejemplo, se puede usar un sistema transgénico alternativo denominado
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Xenomouse (Abgenix, Inc.); esos ratones se describen, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses N.*® 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6, 150,584 y 6,162,963
otorgadas a Kucherlapati et al.

Asimismo, existen sistemas de animales transcromosémicos alternativos que
expresan genes de inmunoglobulina humana que estan disponibles en el estado de la
técnica y se pueden usar para obtener anticuerpos anti-GITR descritos en la presente.
Por ejemplo, se pueden usar ratones que tienen un transcromosoma humano de la
cadena pesada y un transcromosoma humano de la cadena liviana, denominado
“ratén TC"; esos ratones se describen en Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97:722-727. Ademas, se han descrito vacas que tienen transcromosomas
humanos de la cadena pesada y liviana en el estado de la técnica (Kuroiwa et al.
(2002) Nature Biotechnology 20:889-894) y se pueden usar para obtener anticuerpos
anti-GITR descritos en la presente.

Los sistemas de raton adicionales descritos en el estado de la técnica para
obtener anticuerpos humanos, por ejemplo, anticuerpos anti-GITR humanos, incluyen
(i) el ratén Veloclmmune® (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.), en el cual las regiones
variables de la cadena pesada y liviana del ratdon endégeno fueron reemplazadas,
mediante recombinacion homodloga, por regiones variables de la cadena pesada y
liviana humanas, ligadas operativamente a las regiones constantes de raton
endogeno, de modo que se obtengan anticuerpos quiméricos (V humanos/C de ratén)
en los ratones, y se conviertan posteriormente en anticuerpos completamente
humanos usando técnicas de ADN humano recombinante; y (ii) el ratbn MeMo®
(Merus Biopharmaceuticals, Inc.), en el cual el ratéon contiene regiones variables de la
cadena pesada humana sin redisposicion, pero una sola region variable de la cadena
liviana comun humana redispuesta. Esos ratones, y su uso para obtener anticuerpos,
se describen, por ejemplo, en WO 2009/15777, US 2010/0069614, WO 2011/072204,
WO 2011/097603, WO 2011/163311, WO 2011/163314, WO 2012/148873, US
2012/0070861 y US 2012/0073004.

Los anticuerpos monoclonales humanos descritos en la presente también se
pueden preparar usando métodos de expresion en fago para analizar colecciones de
genes de inmunoglobulina humana. Esos métodos de expresion en fago para aislar
anticuerpos humanos se establecen en el estado de la técnica. Véanse, por ejemplo:
las patentes estadounidenses N.°° 5,223,409; 5,403,484; y 5,571,698 otorgadas a
Ladner et al.; las patentes estadounidenses N.*° 5,427,908 y 5,580,717 otorgadas a
Dower et al.; las patentes estadounidenses N.*° 5,969,108 y 6,172,197 otorgadas a
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McCafferty et al.; y las patentes estadounidenses N.*° 5,885,793; 6,521,404;
6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 y 6,593,081 otorgadas a Griffiths et al.

Los anticuerpos monoclonales humanos descritos en la presente también se
pueden preparar usando ratones SCID en los que se reconstituyeron células
inmunitarias humanas, de manera que se puede generar una respuesta de anticuerpos
humanos al momento de la inmunizacion. Esos ratones se describen, por ejemplo, en

las patentes estadounidenses N.°° 5,476,996 y 5,698,767 otorgadas a Wilson et al.

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos completamente humanos a GITR, se pueden
inmunizar ratones transgénicos o transcromosomicos que contienen genes de
inmunoglobulina humana (por ejemplo, ratones HCo12, HCo7 o KM), con una
preparacion purificada o enriquecida del antigeno GITR y/o de las células que
expresan GITR, o un fragmento de estas, como se describié para otros antigenos, por
ejemplo, segun Lonberg et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild et al. (1996)
Nature Biotechnology 14: 845-851 y WO 98/24884. De manera alternativa, los ratones
se pueden inmunizar con ADN que codifica GITR humano o un fragmente de este.
Preferentemente, los ratones tendran de 6 a 16 semanas de vida en la primera
infusion. Por ejemplo, una preparacion purificada o enriquecida (5-50 pg) del antigeno
GITR recombinante se puede usar para inmunizar los ratones HuMAb por via
intraperitoneal. En el caso de que las inmunizaciones que usan una preparacion
purificada o enriquecida del antigeno GITR no den como resultado anticuerpos, los
ratones también se pueden inmunizar con células que expresan GITR, por ejemplo,
una linea celular, para promover respuestas inmunitarias. Los ejemplos de lineas
celulares incluyen lineas celulares CHO y Raji estables que sobreexpresan GITR.

La experiencia acumulativa con distintos antigenos mostré que los ratones
transgénicos HUMADb responden mejor cuando son inmunizados inicialmente por via
intraperitoneal (IP) o subcutanea (SC) con antigeno en el adyuvante de Ribi, y luego
con inmunizaciones IP/SC una vez cada dos semanas (hasta un total de 10) con
antigeno en el adyuvante de Ribi. La respuesta inmunitaria se puede monitorear
durante el transcurso del protocolo de inmunizacion con muestras de plasma que se
obtienen mediante sangrados retroorbitales. El plasma se puede analizar mediante
ELISA y FACS (como se describe a continuacion), y los ratones con suficientes
titulaciones de inmunoglobulina humana anti-GITR se pueden usar para fusiones. Los

ratones pueden recibir un refuerzo de antigeno por via intravenosa 3 dias antes de su
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sacrificio y de la extraccion del bazo y los ganglios linfaticos. Se prevé que puede ser
necesario realizar 2-3 fusiones para cada inmunizacion. Generalmente, se inmunizan
de 6 a 24 ratones para cada antigeno. En general, se usan las cepas HCo7, HCo12 y
KM. Ademas, los transgenes HCo7 y HCo12 se pueden reproducir juntos en un solo
ratbn que tiene dos transgenes de la cadena pesada humana diferentes
(HCo7/HCo12).

Generacion de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales a GITR

Para generar hibridomas que produzcan anticuerpos monoclonales humanos
descritos en la presente, se pueden aislar esplenocitos y/o células de nédulos
linfaticos de ratones inmunizados, y fusionarlos a una linea celular inmortalizada
adecuada, tal como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes
se pueden analizar para la produccién de anticuerpos especificos de antigeno. Por
ejemplo, se pueden fusionar suspensiones unicelulares de linfocitos esplénicos de
ratones inmunizados, con células de mieloma de ratén no secretoras Sp2/0 (ATCC,
CRL 1581) con 50 % de PEG. Las células se colocan en placas a aproximadamente 2
x 10° en una placa de microtitulaciéon de fondo plano, y luego se incuban durante dos
semanas en medio selectivo que contiene 10 % de suero FetalClone, 18 % de medio
condicionado "653", 5 % de origen (IGEN), 4 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de
sodio, 5 mM de HEPES, 0,055 mM de 2-mercaptoetanol, 50 unidades/ml de penicilina,
50 mg/ml de estreptomicina, 50 mg/ml de gentamicina y 1X HAT (Sigma). Después de
aproximadamente dos semanas, las células se pueden cultivar en un medio en el que
HAT se reemplaza por HT. Luego, las cavidades individuales se pueden analizar
mediante ELISA para determinar la presencia de anticuerpos monoclonales humanos
IgM e 1gG. Cuando se produce el crecimiento considerable del hibridoma, el medio se
puede observar generalmente después de 10-14 dias. Los hibridomas que secretan
anticuerpo se pueden volver a colocar en placas, analizar nuevamente, y si se
comprueba que aun contienen IgG humana, los anticuerpos monoclonales se pueden
subclonar al menos dos veces mediante dilucién limitante. Los subclones estables
luego se pueden cultivar in vitro para generar pequefias cantidades de anticuerpo en
medio de cultivo tisular para la caracterizacion.

Para purificar anticuerpos monoclonales humanos, se pueden cultivar
hibridomas determinados en matraces agitadores de dos litros para la purificacién de
anticuerpos monoclonales. Los sobrenadantes se pueden filtrar y concentrar antes de

la cromatografia por afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, N.J.).
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La IgG eluida se puede verificar mediante electroforesis en gel y cromatografia de
liquidos de alta resolucion para garantizar la calidad. La solucion amortiguadora se
puede intercambiar en PBS, y la concentracion se puede determinar mediante OD280
usando un coeficiente de extincion de 1,43. Los anticuerpos monoclonales se pueden

dividir en alicuotas y almacenar a -80 °C.

Generacion de transfectomas que producen anticuerpos monoclonales a GITR

Los anticuerpos se pueden producir en un transfectoma de célula huésped
usando, por ejemplo, una combinacion de técnicas de ADN recombinante y métodos
de transfeccion génica conocidos en el estado de la técnica (por ejemplo, Morrison, S.
(1985) Science 229:1202).

Por ejemplo, para expresar anticuerpos, o fragmentos de estos anticuerpos, los
ADN que codifican cadenas livianas y pesadas de longitud parcial o completa se
pueden obtener mediante técnicas de biologia molecular estandares (por ejemplo,
amplificaciéon por PCR o clonacién de cADN mediante el uso de un hibridoma que
expresa el anticuerpo de interés), y los ADN se pueden introducir en los vectores de
expresion, de modo que los genes estan ligados operativamente a secuencias de
control de la transcripcion y de la traduccion. En este contexto, la expresion "ligado
operativamente" significa que un gen del anticuerpo se liga en un vector, de manera
que las secuencias de control de la transcripciéon y de la traduccion en el vector
cumplen su funcién prevista de regular la transcripcion y la traduccion del gen del
anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de la expresiéon se
eligen de manera que sean compatibles con la célula huésped de expresion que se
usa. El gen de la cadena liviana del anticuerpo y el gen de la cadena pesada del
anticuerpo se pueden insertar en vectores separados, o0 ambos genes se insertan en el
mismo vector de expresion. Los genes del anticuerpo se insertan en el vector de
expresion mediante métodos estandares (por ejemplo, ligadura de sitios de restriccion
complementarios en el fragmento y el vector del gen del anticuerpo, o ligadura de
extremo roto si no hay ningun sitio de restriccion presente). Las regiones variables de
la cadena liviana y pesada de los anticuerpos descritos en la presente es pueden usar
para crear genes de anticuerpos de longitud completa de cualquier isotipo de
anticuerpo insertandolas en vectores de expresidn que ya codifican regiones
constantes de la cadena pesada y regiones constantes de la cadena liviana del isotipo
deseado, de manera que el segmento V4 se ligue operativamente al segmento Cy en

el vector y el segmento V| se ligue operativamente al segmento C, en el vector.

119



De manera adicional o alternativa, el vector de expresién recombinante puede
codificar un péptido de seinal que facilita la secrecion de la cadena de anticuerpos de
una célula huésped. El gen de la cadena del anticuerpo se puede clonar en el vector,
de manera que el péptido de sefal se ligue en el marco al terminal amino del gen de
cadena de anticuerpos. El péptido de sefal puede ser un péptido de sefal de
inmunoglobulina o un péptido de sefial heterdlogo (es decir, un péptido de senal de
una proteina que no es inmunoglobulina).

En algunos ejemplos de formas de realizacion, se pueden usar los siguientes
péptidos de sehal de las cadenas pesadas y livianas del anticuerpo humano:
MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315); MKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ
ID NO: 321); MEFGLNWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 327);
MEFGLSWIFLAAILKGVQC (SEQ ID NO: 329); MKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ ID
NO: 333); MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 323);
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ ID NO: 325); MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC
(SEQ ID NO: 317); MRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 319); vy
METPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ ID NO: 331).

Las cadenas pesadas y livianas de anticuerpos anti-GITR se pueden expresar
con la secuencia de senal respectiva que estaba ligada a cada cadena en el hibridoma
del cual se clonaron. A continuacion se presentan las secuencias de sefal de distintos
anticuerpos anti-GITR presentes en el hibridoma del cual se clonaron, y dichas
secuencias de sefal se pueden usar para expresar el mismo anticuerpo u otro
anticuerpo:
secuencia de sefal de VH de 28F3:

MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 316)

secuencia de sefial de VL de 28F3:

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO: 317)
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCA
GGTGCCAGAT (SEQ ID NO: 318)

secuencia de sefial de VH de 18E10:

MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 316)

secuencia de sefal de VL de 18H10:
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MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 317)
ATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGTTTCCCAG
GTGCCAGAT (SEQ ID NO: 318)

secuencia de sefial de VH de 19D3:

MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 316)

secuencia de sefial de VL de 19D3:

MRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 319)
ATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGTTTCCCAGGTGCC
AGATGT (SEQ ID NO: 320)

secuencia de senal de VH de 3C3:

MKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ ID NO: 321)
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTCCTGT
CC (SEQ ID NO: 322)

secuencia de sefal de VL1 de 3C3:

MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 323)
ATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGTTTCCCAG
GTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 324)

secuencia de sefal de VL2 de 3C3:

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ ID NO: 325)
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCA
CCGGA (SEQ ID NO: 326)

secuencia de sefial de VH de 8AG6:

MEFGLNWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 327)
ATGGAGTTTGGGCTGAACTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 328)

secuencia de sefial de VL de 8AG:

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO: 317)
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCA
GGTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 318)

secuencia de sefal de VH de 9G7:

MEFGLSWIFLAAILKGVQC (SEQ ID NO: 329)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGATTTTCCTTGCTGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTG
T (SEQ ID NO: 330)
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secuencia de senal de VL1 y VL2 de 9G7:
METPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ ID NO: 331)
ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCA
CCGGA (SEQ ID NO: 332)
secuencia de sefal de VH de 14E3:
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ ID NO: 333)
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTCCTGT
CC (SEQ ID NO: 334)
secuencia de sefial de VL de 14E3:
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC (SEQ ID NO: 323)
ATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGTTTCCCAG
GTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 324)
secuencia de sefial de VH de 19H8:
MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 316)
secuencia de sefal de VL1 de 19H8:
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO: 317)
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCA
GGTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 318)
secuencia de sefal de VL2 de 19H8:
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ ID NO: 325)
ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCA
CCGGA (SEQ ID NO: 326)
secuencia de sefal de VH de 6G10:
MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315)
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGT
GT (SEQ ID NO: 316)
secuencia de senal de VL de 6G10:
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO: 317)
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCA
GGTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 318)

La secuencia de sefial MRAWIFFLLCLAGRALA (SEQ ID NO: 367) se puede
usar para expresar cadenas pesadas y livianas.

Las cadenas pesadas y livianas, o las porciones de estas, tales como las que
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se proporcionan en la Tabla 11, pueden estar ligadas a una secuencia de sefal
proporcionada en la presente. Por ejemplo, la cadena pesada de 28F3 o su regién
variable, por ejemplo, que comprende SEQ ID NO: 13, 15, 17 o 18, puede estar ligada
o fusionada a un péptido de sefial que comprende o consiste en
MEFGLSWVFLVALLRGVQC (SEQ ID NO: 315) o MRAWIFFLLCLAGRALA (SEQ ID
NO: 367). La cadena liviana de 28F3 o su regién variable, por ejemplo, que comprende
SEQ ID NO: 14, 16 o 19, puede estar ligada o fusionada a un péptido de sefial que
comprende o consiste en MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO: 317) o
MRAWIFFLLCLAGRALA (SEQ ID NO: 367).

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de expresion
recombinante pueden tener secuencias reguladoras que controlan la expresion de los
genes de la cadena del anticuerpo en una célula huésped. La expresion "secuencia
reguladora" incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o la
traduccién de los genes de la cadena del anticuerpo. Esas secuencias reguladoras se
describen, por ejemplo, en Goeddel (Gene Expression Technology. Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Las personas del oficio de
nivel medio tendran en cuenta que el diseio del vector de expresion, incluida la
seleccion de secuencias reguladoras, puede depender de factores, tales como la
eleccion de la célula huésped que se transformara, el nivel de expresién de la proteina
deseada, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion de células
huéspedes de mamiferos incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de
expresion proteica en células de mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores
derivados de citomegalovirus (CMV), virus del simio 40 (SV40), adenovirus, (por
ejemplo, el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma. De manera
alternativa, se pueden usar secuencias reguladoras no virales, tales como el promotor
de ubiquitina o el promotor de fB-globina. Asimismo, se pueden usar elementos
reguladores compuestos por secuencias de diferentes fuentes, tal como el sistema
promotor SRa, que contiene secuencias del promotor temprano de SV40 y la
repeticion del terminal largo del virus de la leucemia humana de linfocitos T tipo 1
(Takebe, Y et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpos y de las secuencias
reguladoras, los vectores de expresion recombinantes pueden tener secuencias
adicionales, tales como las secuencias que regulan la replicacion del vector en las

células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores
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seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de células
huéspedes en las que se introdujo el vector (véanse, por ejemplo, las patentes
estadounidenses N.”° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel et al.). Por
ejemplo, en general, el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos,
tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula huésped en la que se
introdujo el vector. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para usar en células huésped dhfr con
amplificacion/seleccion de metotrexato) y el gen neo (para la seleccién de G418).

Para la expresion de las cadenas liviana y pesada, los vectores de expresion
que codifican las cadenas liviana y pesada se transfectan en una célula huésped
mediante técnicas estandares. Las diversas formas del término "transfeccion" abarcan
una amplia variedad de técnicas que se usan con frecuencia para la introducciéon de
ADN exdégeno en una célula huésped procaridtica o eucaridtica, por ejemplo,
electroporacion, precipitacion de fosfato de calcio, transfeccion de DEAE-dextrano y
similares. Si bien es posible, en teoria, expresar los anticuerpos descritos en la
presente en células huésped procaridticas o eucaridticas, la expresion de los
anticuerpos en las células eucaridticas y, con mayor preferencia, en las células
huésped de mamiferos, es de maxima preferencia porque las células eucariéticas v,
en particular, células de mamiferos son mas susceptibles de agruparse y segregar un
anticuerpo activo desde el punto de vista inmunoldgico y plegado adecuadamente, que
las células procaridticas. Se informé que la expresion procariética de genes de
anticuerpo no es eficaz para la produccién de altos niveles de anticuerpo activo (Boss,
M. A y  Wood, C. R. (1985)  Immunology = Today  6:12-13).

Las células huésped de mamiferos que se prefieren para expresar los
anticuerpos recombinantes descritos en la presente incluyen las de ovario de hamster
chino (células CHO) (que incluyen células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin,
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77:4216-4220, que se usan con un marcador
seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe en R. J. Kaufman y P. A. Sharp
(1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y células SP2.
En particular, para usar con las células de mieloma NSO, otro sistema de expresion
preferido es el sistema de expresion del gen GS descrito en WO 87/04462, WO
89/01036 y EP 338,841. Cuando los vectores de expresion recombinante que codifican
genes de anticuerpos se introducen en células huésped de mamiferos, los anticuerpos
se producen cultivando las células huésped durante un periodo suficiente para permitir

la expresion del anticuerpo en las células huésped o, con mayor preferencia, la
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secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo donde se desarrollan las células
huésped. Los anticuerpos se pueden recuperar del medio de cultivo usando métodos

estandares de purificacion de proteinas.

Xll. Ensayos

Los anticuerpos descritos en la presente se pueden evaluar para determinar su
fijacion a GITR mediante, por ejemplo, ELISA estandar. En resumen, las placas de
microtitulacion se recubren con GITR purificado a 1-2 ug/ml en PBS, y luego se
bloquean con 5 % de albumina de suero bovino en PBS. Se agregan diluciones de
anticuerpo (por ejemplo, diluciones de plasma de ratones inmunizados con GITR) a
cada cavidad y se incuban durante 1-2 horas a 37 °C. Las placas se lavan con
PBS/Tween y luego se incuban con reactivo secundario (por ejemplo, para anticuerpos
humanos, un reactivo policlonal especifico de Fc de IgG antihumana de cabra)
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a 37 °C. Después del
lavado, las placas se desarrollan con sustrato de ABTS (Moss Inc, producto: ABTS-
1000) y se analizan mediante un espectrofotometro a OD 415-495. Luego, los sueros
de ratones inmunizados se analizan también mediante citometria de flujo para fijarse a
una linea celular que expresa GITR humano, pero no a una linea celular de control
que no expresa GITR. En resumen, la fijacién de anticuerpos anti-GITR se evalla
incubando células CHO que expresan GITR con el anticuerpo anti-GITR en una
dilucion 1:20. Las células se lavan, y se detecta la fijacién con un Ab IgG antihumana
etiquetada con PE. Los andlisis de citometria de flujo se realizan mediante una
citometria de flujo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA). Preferentemente, se
usaran los ratones que desarrollen las mayores titulaciones para fusiones.

Se puede usar un ensayo ELISA, como se describié anteriormente, para
evaluar anticuerpos y, por ende, hibridomas que producen anticuerpos que muestran
reactividad positiva con el inmunogen GITR. Los hibridomas que producen anticuerpos
que se fijan, preferentemente, con alta afinidad, a GITR luego se pueden subclonar y
caracterizar adicionalmente. Un clon de cada hibridoma, que retiene la reactividad de
las células de origen (segun ELISA), luego se puede elegir para elaborar un banco de
células y para la purificacion del anticuerpo.

Para purificar anticuerpos anti-GITR, se pueden cultivar hibridomas
determinados en matraces agitadores de dos litros para la purificacion de anticuerpos
monoclonales. Los sobrenadantes se pueden filtrar y concentrar antes de la

cromatografia por afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, NJ). La
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IgG eluida se puede verificar mediante electroforesis en gel y cromatografia de
liquidos de alta resolucion para garantizar la calidad. La solucion amortiguadora se
puede intercambiar en PBS, y la concentracion se puede determinar mediante ODyg
usando un coeficiente de extincion de 1,43. Los anticuerpos monoclonales se pueden
dividir en alicuotas y almacenar a -80 °C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-GITR seleccionados se
unen a epitopos unicos, cada anticuerpo se puede biotinilar usando reactivos
disponibles en el comercio (Pierce, Rockford, IL). La fijacion de MAb biotinilado se
puede detectar con una sonda etiquetada con estreptavidina. Los estudios de
competencia que usan anticuerpos monoclonales no etiquetados y anticuerpos
monoclonales biotinilados se pueden realizar mediante el uso de placas de ELISA
recubiertas con GITR como se describié anteriormente.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, se pueden realizar
ELISA de isotipos mediante el uso de reactivos especificos para anticuerpos de un
isotipo particular. Por ejemplo, para determinar el isotipo de un anticuerpo humano
monoclonal, se pueden recubrir cavidades de placas de microtitulacion con 1 ug/ml de
inmunoglobulina antihumana durante la noche a 4 °C. Después de bloquear con 1 %
de BSA, las placas se hacen reaccionar con 1 ug /ml 0o menos anticuerpos
monoclonales de prueba o controles de isotipo purificados, a temperatura ambiente
durante una o dos horas. Las cavidades luego se pueden hacer reaccionar con sondas
conjugadas con fosfatasa alcalina especifica de 1IgG1 humana o IgM humana. Las
placas se desarrollan y se analizan como se describié anteriormente.

Para evaluar la fijaciébn de anticuerpos monoclonales a células vivas que
expresan GITR, se puede usar citometria de flujo, como se describi6 en los ejemplos.
En resumen, las lineas celulares que expresan GITR unido a la membrana (cultivado
en condiciones de crecimiento estdndares) se mezclan con distintas concentraciones
de anticuerpos monoclonales en PBS que contiene 0,1 % de BSA a 4 °C durante 1
hora. Después del lavado, las células se hacen reaccionar con anticuerpo anti-IgG
etiquetado con fluoresceina en las mismas condiciones que la tincion del anticuerpo
primario. Las muestras se pueden analizar mediante el instrumento FACScan usando
luz y propiedades de dispersion lateral para la regulacién de células simples, y se
determina la fijacion de los anticuerpos etiquetados. Se puede usar un ensayo
alternativo que emplea microscopia de fluorescencia (en forma adicional o alternativa
al ensayo de citometria de flujo). Las células se pueden tefir exactamente como se

describié con anterioridad y se pueden examinar mediante microscopia de
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fluorescencia. Este método permite la visualizacién de células individuales, pero es
posible que tenga menor sensibilidad en funcién de la densidad del antigeno.

Los anticuerpos anti-GITR se pueden evaluar también para determinar su
reactividad con el antigeno GITR mediante transferencia Western. Brevemente, los
extractos celulares de células que expresan GITR se pueden preparar y someterse a
electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio y poliacrilamida. Después de la
electroforesis, los antigenos separados se transferiran a membranas de nitrocelulosa,
bloqueadas con 20 % de suero de raton y colocadas en sondas con los anticuerpos
monoclonales que se deben evaluar. La fijacion de IgG se puede detectar usando
fosfatasa alcalina anti-lgG y se puede desarrollar con comprimidos de sustrato
BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Los métodos para analizar la afinidad de fijacion, la reactividad cruzada y la
cinética de fijacion de distintos anticuerpos anti-GITR incluyen ensayos estandares
conocidos en el estado de la técnica, por ejemplo, analisis de resonancia de
plasmones superficiales (SPR) Biacore™ con el uso del instrumento Biacore™ 2000
SPR (Biacore AB, Uppsala, Suecia).

En una forma de realizacién, un anticuerpo se fija especificamente a la regién
extracelular de GITR humano. Un anticuerpo se puede fijar especificamente a un
dominio particular (por ejemplo, un dominio funcional) dentro del dominio extracelular
de GITR. En una forma de realizacion particular, el anticuerpo se fija especificamente
al sitio en GITR al cual se fija GITR-L. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo
se fija especificamente a la region extracelular de GITR humano y a la region
extracelular de GITR de Macaca fascicularis. Preferentemente, un anticuerpo se fija a

GITR humano con alta afinidad.

Xlll.  Inmunoconjugados, derivados de anticuerpos y diagnéstico

Los anticuerpos que se describen en la presente se pueden usar para fines de
diagnéstico, que incluyen las muestras de prueba y la formacion de imagenes in vivo, y
para este fin el anticuerpo (o el fragmento de fijacion de este) se puede conjugar con
un agente detectable adecuado para formar un inmunoconjugado. Para fines de
diagnostico, los agentes adecuados son etiquetas detectables que incluyen
radioisotopos, para la formacion de imagenes de cuerpo entero y radioisétopos,
enzimas, etiquetas fluorescentes y otras etiquetas de anticuerpos adecuados para las
muestras de prueba.

Las etiquetas detectables pueden ser cualquiera de los diversos tipos usados
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actualmente en el campo del diagndstico in vitro, que incluyen etiquetas de
particulados, que incluyen soles metalicos, tales como oro coloidal, isotopos, tales

1'% o Tc* presentados, por ejemplo, con un agente quelante peptidico del tipo

como
N.S,, N3S o N4, cromoforos, que incluyen marcadores fluorescentes, luminescentes,
fosforescentes y similares, asi como etiquetas de enzimas que convierten un sustrato
determinado en un marcador detectable, y etiquetas de polinucleétidos que se revelan
luego de la amplificacién, tal como mediante la reacciéon de cadena polimerasa. Las
etiquetas de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina y
similares. Por ejemplo, la etiqueta puede ser la enzima fosfatasa alcalina, detectada
mediante la medicién de la presencia o formacion de la quimioluminiscencia luego de
la conversion de sustratos de 1,2 dioxetano, tales como adamantil metoxi fosforiloxi
fenil dioxetano (AMPPD), 3-(4-(metoxispiro{1,2-dioxetan-3,2'-(5'-cloro)triciclo{3.3.1.1
3,7}decan}-4-il)fenilfosfato disddico (CSPD), asi como CDP y CDP-star® u otros
sustratos luminescentes conocidos por las personas del oficio de nivel medio, por
ejemplo, los quelatos de lantanidos adecuados, tales como terbium(lll) y europium(lll).
La deteccidn significa que se determina mediante la etiqueta seleccionada. El aspecto
de la etiqueta o sus productos de reaccién se puede lograr a simple vista, en el caso
en donde la etiqueta es un particulado y acumula en niveles adecuados, o usando
instrumentos tales como un espectrofotdmetro, lumindmetro, fluorimetro y similares,
todos de acuerdo con las practicas estandares.

Preferentemente, los métodos de conjugacién producen ligaduras que son
sustancialmente (o casi) no inmunogénicas, por ejemplo, ligaduras de péptido (es
decir, de amida), de sulfuro, (impedidas estéricamente), de disulfuro, de hidrazona y
de éter. Estas ligaduras son casi no-inmunogénicas y muestran estabilidad razonable
dentro de suero (véase, por ejemplo, Senter, P. D., Curr. Opin. Chem. Biol. 13 (2009)
235-244; WO 2009/059278; WO 95/17886).

Dependiendo de la naturaleza bioquimica de la porcion y el anticuerpo, se
pueden usar diferentes estrategias de conjugacion. En caso de que la porcién sea
natural o recombinante de entre 50 a 500 aminoacidos, existen procesos estandares
en bibliografia que describen la quimica para la sintesis de conjugados de proteinas,
que pueden ser facilmente implementados por la persona del oficio de nivel medio
(véase, por ejemplo, Hackenberger, C. P. R. y Schwarzer, D., Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 47 (2008) 10030-10074). En una forma de realizacién, se usa la reaccién de una
porcidon maleinimido con un residuo de cisteina dentro del anticuerpo o la porcion. Esta

es una quimica de acoplamiento especialmente adecuada en caso de que se use, por
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ejemplo, un fragmento Fab o Fab' de un anticuerpo. De manera alternativa, en una
forma de realizacién, se realiza el acoplamiento al extremo del terminal C del
anticuerpo o la porcién. La modificacién del terminal C de una proteina, por ejemplo,
de un fragmento Fab, se puede realizar, por ejemplo, como se describié (Sunbul, M. y
Yin, J., Org. Biomol. Chem. 7 (2009) 3361-3371).

En general, la reaccién especifica de sitio y el acoplamiento covalente se basa
en la transformacién de un aminoacido natural en un aminoacido con reactividad, que
es ortogonal en la reactividad de otros grupos funcionales presentes. Por ejemplo, una
cisteina especifica dentro de un contexto de secuencia poco comun se puede convertir
enzimaticamente en un aldehido (véase, Frese, M. A. y Dierks, T., ChemBioChem. 10
(2009) 425-427). También es posible obtener la modificaciéon del aminoacido deseado
utilizando la reactividad enzimatica especifica de algunas enzimas con un aminoacido
natural en un contexto de secuencias dado (véase, por ejemplo, Taki, M. et al., Prot.
Eng. Des. Sel. 17 (2004) 119-126; Gautier, A. et al. Chem. Biol. 15 (2008) 128-136; y
la formacion catalizada con proteasa de enlaces C--N se usa en Bordusa, F.,
Highlights in Bioorganic Chemistry (2004) 389-403).

La reaccion especifica de sitio y el acoplamiento covalente también se pueden
lograr mediante la reaccion selectiva de aminoacidos del terminal con reactivos
modificantes adecuados.

La reactividad de una cisteina del terminal N con benzonitrilos (véase, Ren, H.
et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 48 (2009) 9658-9662) se puede usar para lograr un
acoplamiento covalente especifico de sitio.

La ligadura quimica nativa también puede depender de los residuos de cisteina
del terminal C (Taylor, E. Vogel; Imperiali, B, Nucleic Acids and Molecular Biology
(2009), 22 (Protein Engineering), 65-96). EP 1 074 563 describe un método de
conjugacion que se basa en una reaccion mas rapida de una cisteina dentro de una
porcion de aminoacidos de carga negativa con una cisteina ubicada en una porcion de
aminoacidos de carga positiva.

La porcion también puede ser un péptido sintético o una imitacion de péptido.
En caso de que un polipéptido se sintetice quimicamente, los aminoacidos con
reactividad quimica ortogonal se pueden incorporar durante la sintesis (véase por
ejemplo, de Graaf, A. J. et al., Bioconjug. Chem. 20 (2009) 1281-1295). Debido a que
una amplia variedad de grupos funcionales ortogonales esta en juego y se puede
introducir en un péptido sintético, la conjugaciéon con tal péptido a un ligador es

quimica estandar.
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Para obtener un polipéptido monoetiquetado, el conjugado con estequiometria
1:1 se puede separar mediante cromatografia de otros subproductos de conjugacion.
Este procedimiento se ve facilitado mediante un miembro par fijado con etiqueta de
tintura y un ligador cargado. El uso de este tipo de miembro par de fijacion con alta
carga negativa etiquetado, provoca que los polipéptidos monoconjugados se separen
facilmente de los polipéptidos no etiquetados y los polipéptidos que tienen mas de un
ligador, debido a que la diferencia en la carga y el peso molecular se pueden usar para
la separacion. La tintura fluorescente puede ser Util para purificar el complejo de los
componentes no fijados, tal como un aglutinante monovalente etiquetado.

En una forma de realizacion, la porcién unida a un anticuerpo anti-GITR se
selecciona del grupo que consiste en una porcion de fijacion, una porcion de
etiquetado y una porcién biolégicamente activa.

Los anticuerpos descritos en la presente se pueden conjugar también con un
agente terapéutico para formar un inmunoconjugado, tal como un conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC). Los agentes terapéuticos adecuados incluyen
antimetabolitos, agentes alquilantes, aglutinantes de surco menor de ADN,
intercalantes de ADN, reticuladores de ADN, inhibidores de histona desacetilasa,
inhibidores de la exportacion nuclear, inhibidores del proteasoma, inhibidores de
topoisomerasa | o Il, inhibidores de la proteina de choque térmico, inhibidores de
tirosina quinasa, antibidticos y agentes antimitéticos. En el ADC, el anticuerpo y el
agente terapéutico se conjugan preferentemente mediante un ligador escindible, tal
como un ligador de peptidilo, disulfuro o hidrazona. Con mayor preferencia, el ligador
es un ligador de peptidilo, tal como Val-Cit, Ala-Val, Val-Ala-Val, Lys-Lys, Pro-Val-Gly-
Val-Val (SEQ ID NO: 219), Ala-Asn-Val, Val-Leu-Lys, Ala-Ala-Asn, Cit-Cit, Val-Lys,
Lys, Cit, Ser o Glu. Los ADC se pueden preparar como se describe en las patentes
estadounidenses N.”° 7,087,600; 6,989,452 y 7,129,261; publicaciones PCT WO
02/096910, WO 07/038658, WO 07/051081, WO 07/059404, WO 08/083312 y WO
08/103693; las publicaciones de patentes estadounidenses 20060024317;
20060004081 y 20060247295; cuyas descripciones se incorporan en la presente por
referencia.

Los anticuerpos anti-GITR, por ejemplo, los que se describen en la presente,
también se pueden usar para detectar GITR, tal como GITR humano, por ejemplo,
GITR humano en los tejidos 0 muestras de tejidos. Los anticuerpos se pueden usar,
por ejemplo, en un ensayo ELISA o en citometria de flujo. En algunas formas de

realizacion, un anticuerpo anti-GITR se pone en contacto con células, por ejemplo,
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células en un tejido, durante un periodo adecuado para que ocurra la fijacion
especifica, y luego se agrega un reactivo, por ejemplo, un anticuerpo que detecta el
anticuerpo anti-GITR. Los ensayos de ejemplo se proporcionan en los Ejemplos. El
anticuerpo anti-GITR puede ser un anticuerpo completamente humano, o un
anticuerpo quimérico, tal como un anticuerpo que tiene regiones variables humanas y
regiones constantes murinas o una porcién de estas. Los métodos ejemplificativos
para detectar el GITR, por ejemplo, GITR humano, en una muestra (muestra celular o
de tejido) comprenden (i) poner en contacto una muestra con un anticuerpo anti-GITR,
durante un periodo suficiente para permitir la fijacion especifica del anticuerpo anti-
GITR a GITR en la muestra, y (2) poner en contacto la muestra con un reactivo de
deteccioén, por ejemplo, un anticuerpo, que se fija especificamente al anticuerpo anti-
GITR, tal como a la region Fc del anticuerpo anti-GITR, para detectar asi el GITR
fijado por el anticuerpo anti-GITR. Las etapas de lavado se pueden incluir luego de la
incubacién con el anticuerpo y/o el reactivo de deteccion. Los anticuerpos anti-GITR
para el uso en estos métodos no tienen que estar ligados a una etiqueta ni a agentes
de deteccién, se pueden usar como un agente de deteccidn separado.

Otros usos de anticuerpos anti-GITR, por ejemplo, como monoterapia o terapia
combinada, se proporcionan en otra parte de la presente, por ejemplo, en la seccion

que corresponde a los tratamientos combinados.

XIV. Moléculas biespecificas

Los anticuerpos que se describen en la presente se pueden usar para formar
moléculas biespecificas. Un anticuerpo anti-GITR, o sus porciones de fijacion al
antigeno, se pueden derivar o ligar a otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido
o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo o ligando para un receptor) para generar una
molécula biespecifica que se fija a al menos dos sitios de fijacion diferentes o
moléculas diana. Por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR se puede ligar a un anticuerpo
o scFv que se fija especificamente a cualquier proteina que se puede usar como diana
potencial para tratamientos combinados, tales como las proteinas que se describen en
la presente (por ejemplo, anticuerpos a PD-1, PD-L1 o LAG-3). El anticuerpo que se
describe en la presente se puede derivatizar o unir a mas de una molécula funcional
para generar moléculas multiespecificas que se unan a mas de dos sitios de fijacion
diferentes y/o moléculas diana; como se usa en la presente, la expresion “molécula
biespecifica” también pretende abarcar dichas moléculas biespecificas. Para crear una

molécula biespecifica descrita en la presente, se puede unir funcionalmente un
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anticuerpo descrito en la presente (por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusion
genética, asociacién no covalente o de otro modo) a una o mas moléculas de fijacion,
tales como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o mimético de fijacion, a
fin de obtener una molécula biespecifica.

En consecuencia, en la presente se proporcionan moléculas biespecificas que
comprenden al menos una primera especificidad de fijacion para GITR y una segunda
especificidad de fijacion para un segundo epitopo diana. En una forma de realizacion
que se describe en la presente, en donde la molécula biespecifica es multiespecifica,
la molécula puede ademas incluir una tercera especificidad de fijacion.

En una forma de realizacion, las moléculas biespecificas que se describen en
la presente comprenden como una especificidad de fijaciéon al menos un anticuerpo, o

un fragmento de anticuerpo de este, que incluye, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab')p, Fv o

Fv monocatenaria (scFv). El anticuerpo también puede ser un dimero de la cadena
liviana o de la cadena pesada, cualquier fragmento minimo de este, tal como Fv o un
constructo monocatenario, como se describe en Ladner et al., patente estadounidense
N.° 4.946.778, cuyo contenido se incorpora en la presente por referencia.

Si bien se prefieren los anticuerpos monoclonales humanos, otros anticuerpos
que se pueden emplear en las moléculas biespecificas que se describen en la
presente son anticuerpos monoclonales humanizados, murinos y quiméricos.

Las moléculas biespecificas que se describen en la presente se pueden
preparar conjugando las especificidades de fijacion constitutivas usando los métodos
conocidos en el estado de la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de fijacion de la
molécula biespecifica se puede generar por separado y luego conjugarse entre si.
Cuando las especificidades de fijacion son proteinas o péptidos, se puede usar una
variedad de acoplamiento o agentes de reticulacién para la conjugacién covalente. Los
ejemplos de agentes de reticulacion incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-
S-acetil-tioacetato  (SATA), 5,5'-ditiobis(acido  2-nitrobenzoico) (DTNB), o-
fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-pridilditio)propionato  (SPDP) vy
sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohaxan-1-carboxilato (sulfo-SMCC) (véase,
por ejemplo, Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Otros métodos incluyen los descritos en Paulus (1985)
Behring Ins. Mitt. N.° 78, 118-132; Brennan et al. (1985) Science 229:81-83) y Glennie
et al. (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375). Los agentes de conjugacion preferidos son
SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de fijacion son anticuerpos, se pueden conjugar
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mediante fijacién de sulfhidrilo de las regiones bisagra del terminal C de las dos
cadenas pesadas. En una forma de realizacion de particular preferencia, la region
bisagra se modifica para contener un numero impar de residuos de sulfhidrilo,
preferentemente uno, antes de la conjugacion.

De manera alternativa, ambas especificidades de fijacién se pueden codificar
en el mismo vector y expresar y ensamblar en la misma célula huésped. Este método
es particularmente util cuando la molécula biespecifica es una proteina de fusion mAb

x mAb, mAb x Fab, mAb x (scFv) 9, Fab x F(ab')o o ligando x Fab. Un anticuerpo

biespecifico puede comprender un anticuerpo que comprende un scFv en el terminal C
de cada cadena pesada. Una molécula biespecifica que se describe en la presente
puede ser una molécula monocatenaria que comprende un anticuerpo monocatenario
y un determinante de fijacion, o una molécula biespecifica monocatenaria que
comprende dos determinantes de fijacién. Las moléculas biespecificas pueden
comprender al menos dos moléculas monocatenarias. Los métodos para preparar
moléculas biespecificas se describen, por ejemplo, en la patente de los EE. UU. N.°
5.260.203; patente de los EE. UU. N.° 5.455.030; patente de los EE. UU. N.°
4.881.175; patente de los EE. UU. N.° 5.132.405; patente de los EE. UU. N.°
5.091.513; patente de los EE. UU. N.° 5.476.786; patente de los EE. UU. N.°
5.013.653; patente de los EE. UU. N.° 5258498 y patente de los EE. UU. N.°
5.482.858.

La fijacion de las moléculas biespecificas a sus dianas especificas se puede
confirmar usando los métodos reconocidos en el estado de la técnica, tales como
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA),
analisis FACS, bioensayos (por ejemplo, inhibidor del crecimiento) o ensayo de
transferencia Western. Cada uno de estos ensayos generalmente detecta la presencia
de complejos proteina-anticuerpo de interés particular al usar un reactivo etiquetado

(por ejemplo, un anticuerpo) especifico para el complejo de interés.

XV. Composiciones

Ademas, se proporcionan composiciones, por ejemplo, composiciones
farmacéuticas que contienen una o una combinacién de anticuerpos anti-GITR, o una
combinacion con anticuerpos con otras dianas, o porciones de fijacion al antigeno de
estos, que se describen en la presente, formuladas junto con un portador aceptable
desde el punto de vista farmacéutico. Dichas composiciones pueden incluir un

anticuerpo o una combinacién de anticuerpos (por ejemplo, dos o mas anticuerpos
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diferentes) o inmunoconjugados o moléculas biespecificas que se describen en la
presente. Por ejemplo, una composicion farmaceéutica descrita en la presente puede
comprender una combinacién de anticuerpos (0 inmunoconjugados o biespecificos)
que se fijan a diferentes epitopos en el antigeno diana o que tienen actividades
complementarias.

En algunas formas de realizacion, una composicion que comprende un
anticuerpo anti-GITR a una concentracion de al menos 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 50
mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 1-300 mg/ml o 100-300 mg/ml.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente también se pueden
administrar en una terapia combinada, es decir, combinadas con otros agentes. Por
ejemplo, la terapia combinada puede incluir un anticuerpo anti-GITR descrito en la
presente combinado con al menos otro agente antineoplasico y/o agente estimulante
de linfocitos T (por ejemplo, de activacion). Los ejemplos de agentes terapéuticos que
se pueden usar en la terapia combinada se describen en mayor detalle mas adelante
en la seccidn de usos de los anticuerpos descritos en la presente.

En algunas formas de realizacién, las composiciones terapéuticas descritas en
la presente pueden incluir otros compuestos, farmacos y/o agentes usados para el
tratamiento del cancer. Estos compuestos, farmacos y/o agentes pueden incluir, por
ejemplo, farmacos de quimioterapia, farmacos de moléculas pequefas o anticuerpos
que estimulan la respuesta inmunitaria a una clase de cancer determinada. En algunos
casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir, por ejemplo, uno 0 mas
anticuerpos anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-PDL-1, anti-OX40 (también denominados
CD134, TNFRSF4, ACT35 y/o TXGP1L), anti-CD137 o anti-LAG-3.

Como se usa en la presente, un "portador aceptable desde el punto de vista
farmacéutico" incluye todos los solventes, medios de dispersién, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes demoradores de la absorcion e
isotonicos similares que son fisioldgicamente compatibles. Preferentemente, el
portador es adecuado para la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea,
parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccion o infusién). Segun la via
de administracién, el compuesto activo, es decir, el anticuerpo, el inmunoconjugado o
la molécula biespecifica, se puede recubrir con un material para proteger el compuesto
de la accién de acidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar el
compuesto.

Los compuestos farmacéuticos descritos en la presente pueden incluir una o

mas sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Una "sal aceptable desde
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el punto de vista farmacéutico" se refiere a una sal que retiene la actividad biolégica
deseada del compuesto de origen y no produce ningun efecto toxicoldgico no deseado
(véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19). Los ejemplos
de estas sales incluyen sales de adicidén acida y sales de adicién basica. Las sales de
adicién acida incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como
acido clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosférico y
similares, y también de acidos organicos no téxicos, tales como acidos
monocarboxilicos y dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo,
acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfénicos aromaticos y alifaticos,
y similares. Las sales de adicion basica incluyen aquellas que derivan de metales
alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de
aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, procaina y similares.

Una composicion farmacéutica descrita en la presente también puede incluir un
antioxidante aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Los ejemplos de
antioxidantes aceptables desde el punto de vista farmacéutico incluyen: (1)
antioxidantes hidrosolubles, tales como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina,
bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes
solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3)
agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido etilendiamintetraacético
(EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden
usar en las composiciones farmacéuticas descritas en la presente incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y
mezclas adecuadas de estos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La correcta fluidez se puede
mantener, por ejemplo, usando materiales de recubrimiento, tales como lecitina,
manteniendo el tamano de particula requerido en el caso de dispersiones y usando
tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como
conservantes, agentes humectantes, emulgentes y dispersantes. La prevencion de la
presencia de microorganismos se puede garantizar mediante procedimientos de
esterilizacién, supra, y mediante la inclusién de varios agentes antibacterianos y

antifungicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenolsorbico y similares.
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También puede ser deseable incluir agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro
de sodio y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la
forma farmacéutica inyectable se puede lograr mediante la inclusion de agentes que
demoran la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Los portadores aceptables desde el punto de vista farmaceéutico incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de dichos
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce en el estado
de la técnica. Excepto en el caso de que un medio o agente convencional sea
incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente. Una composicién farmacéutica puede
comprender un conservante o puede no tenerlo. Se pueden incorporar los compuestos
activos complementarios en las composiciones.

Con frecuencia, las composiciones terapéuticas deben ser estériles y estables
en las condiciones de fabricacion y almacenamiento. La composicion se puede
formular como una solucién, microemulsion, liposoma u otra estructura ordenada
adecuada para obtener una concentracién farmacoldgica alta. El portador puede ser
un solvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), y mezclas
adecuadas de estos. La correcta fluidez se puede mantener, por ejemplo, usando un
recubrimiento, tal como lecitina, manteniendo el tamano de particula requerido en el
caso de dispersiones y usando tensioactivos. En muchos casos, puede ser preferible
incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio en la composiciéon. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables se puede obtener incluyendo en la composicion un agente
que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la
incorporacién del compuesto activo en la cantidad necesaria en un solvente adecuado
con uno de los ingredientes mencionados anteriormente o una combinacién de estos,
segun sea necesario, seguido de la microfiltracion para su esterilizacién. En general,
las dispersiones se prepararon mediante la incorporacién del compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basica y los otros ingredientes
requeridos que se enumeraron en la presente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion

son secado al vacio y liofilizacién que producen un polvo del ingrediente activo, mas
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cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente esterilizada por
filtracidon de aquel.

La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material
portador para producir una unica forma de dosificacién variara segun el sujeto que se
trate y el modo de administracién particular. La cantidad de ingrediente activo que se
puede combinar con un material portador para producir una uUnica forma de
dosificacion sera, generalmente, la cantidad de composicién que produzca un efecto
terapéutico. En general, del 100 %, esta cantidad variara de alrededor del 0,01 % a
alrededor del 99 % de ingrediente activo, preferentemente, de alrededor de 0,1 % a
alrededor del 70 %, con maxima preferencia, de alrededor del 1 % a alrededor del 30
% del ingrediente activo, en combinacion con un portador aceptable desde el punto de
vista farmacéutico.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para brindar la respuesta 6ptima
deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar
un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas con el tiempo, o la dosis se
puede reducir o aumentar proporcionalmente, segun indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica. En especial, resulta ventajoso formular composiciones
parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad
de la dosis. Como se usa en la presente, la forma de dosis unitaria se refiere a
unidades fisicamente diferenciadas utiles como dosis unitarias para los sujetos que se
tratan; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo,
calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el portador
farmacéutico requerido. La especificacion de las formas de dosis unitaria descritas en
la presente depende directamente de (a) las caracteristicas unicas del compuesto
activo y el efecto terapéutico particular que se desea obtener, y (b) las limitaciones
inherentes en el arte de obtener dicho compuesto activo para el tratamiento de la
sensibilidad en seres humanos.

Para la administracion del anticuerpo, las dosis varian de alrededor de 0,0001
a 100 mg/kg y, con mayor frecuencia, de 0,01 a 5 o 10 mg/kg del peso corporal del
huésped. Por ejemplo, las dosis pueden ser de 0,3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg
de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de
peso corporal o dentro del rango de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento de
ejemplo implica la administracion una vez por semana, una vez cada dos semanas,
una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez por mes, una vez

cada tres meses 0 una vez cada tres a seis meses. Los regimenes preferidos de
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administracion de la dosis para un anticuerpo anti-GITR descritos en la presente
incluyen 1 mg/kg de peso corporal o 3 mg/kg de peso corporal para la administracion
intravenosa; para el anticuerpo que se administra se usa uno de los siguientes
regimenes de dosis: (i) cada cuatro semanas para seis dosificaciones, luego cada tres
meses; (ii) cada tres semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez y luego 1 mg/kg
de peso corporal cada tres semanas.

Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar a una dosis fija (régimen de
dosis fija).

En algunos meétodos, se administran de manera simultanea dos o mas
anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades de unién, en cuyo caso la
dosis de cada anticuerpo administrado se encuentra dentro de los rangos indicados.
Por lo general, el anticuerpo se administra en numerosas ocasiones. Los intervalos
entre dosis unicas pueden ser, por ejemplo, semanales, mensuales, trimestrales o
anuales. Los intervalos también pueden ser irregulares segun se indique al medir los
niveles de anticuerpos en sangre para el antigeno diana en el paciente. En algunos
métodos, la dosis se ajusta para alcanzar una concentracion plasmatica del anticuerpo
de alrededor de 1-1000 ug/ml y, en algunos métodos, alrededor de 25-300 pg /mil.

Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar con otro anticuerpo en el
régimen de dosificacion del otro anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR se
puede administrar con un anticuerpo anti-PD-1, tal como nivolumab (OPDIVO), cada
dos semanas como una infusion i.v. durante 60 minutos hasta que ocurra el avance de
la enfermedad o la toxicidad sea inaceptable. Un anticuerpo anti-GITR se puede
administrar con pembrolizumab (KEYTRUDA), cada tres semanas como una infusion
i.v. durante 30 minutos hasta que ocurra el avance de la enfermedad o la toxicidad sea
inaceptable.

Un anticuerpo se puede administrar como una formulacion de liberacion
sostenida, en cuyo caso se requiere una administracién menos frecuente. La dosis y la
frecuencia varian segun la semivida del anticuerpo en el paciente. Por lo general, los
anticuerpos humanos muestran la semivida mas prolongada, seguido por anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos y anticuerpos no humanos. La dosificacién y la
frecuencia de administracion pueden variar en funcion de si el tratamiento es
profilactico o terapéutico. En el caso de aplicaciones profilacticas, se administra una
dosis relativamente baja a intervalos relativamente poco frecuentes durante un periodo
prolongado. Algunos pacientes reciben el tratamiento de por vida. En el caso de

aplicaciones terapéuticas, en ocasiones, es necesaria una dosis relativamente alta a
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intervalos relativamente cortos hasta que se reduzca o se concluya la progresién de la
enfermedad, y preferentemente, hasta que el paciente muestre una mejora parcial o
completa de los sintomas de la enfermedad. A partir de ahi, el paciente puede recibir
un régimen profilactico.

Los niveles de dosis reales de los ingredientes activos en las composiciones
farmacéuticas que se describen en la presente pueden variar, a fin de obtener una
cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, una composicién y un modo de administracion particulares
sin que sea toxico para el paciente. El nivel de dosis seleccionado dependera de
varios factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones
particulares que se usan en la presente descripcidén, o del éster, la sal o la amida de
aquel, la via de administracion, el tiempo de administracion, la velocidad de excrecion
del compuesto particular que se use, la duracién del tratamiento, otros farmacos,
compuestos y/o materiales usados en combinacion con las composiciones particulares
que se usen, la edad, el sexo, el peso, la afeccion, la salud en general y los
antecedentes médicos del paciente que estd en tratamiento y factores similares
conocidos en la técnica médica.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" de un anticuerpo anti-GITR como se
describe en la presente da como resultado, preferentemente, una disminucién de la
gravedad de los sintomas de la enfermedad, un aumento de la frecuencia y duracion
de los periodos sin sintomas de la enfermedad, o la prevenciéon de disfunciones o
incapacidades causadas por la enfermedad. En el contexto del cancer, una dosis
eficaz desde el punto de vista terapéutico da como resultado, preferentemente, una
mayor supervivencia y/o prevencion del deterioro adicional de los sintomas fisicos
relacionados con el cancer. Los sintomas del cancer son conocidos en el estado de la
técnica e incluyen, por ejemplo, caracteristicas de moles inusuales, cambio en el
aspecto del mol, que incluye asimetria, borde, color y/o diametro, area de piel
recientemente pigmentada, mol anormal, area oscurecida debajo de la ufia, bultos en
el pecho, cambios en pezones, quistes mamarios, dolor de pecho, muerte, pérdida de
peso, debilidad, fatiga excesiva, dificultad alimentaria, pérdida del apetito, tos crénica,
dificultad respiratoria en deterioro, expectoracién de sangre, sangre en la orina, sangre
en las heces, nauseas, vomitos, metastasis hepatica, metastasis pulmonar, metastasis
6sea, inflamacién abdominal, hinchazén, liquido en la cavidad peritoneal, hemorragia
vaginal, constipacion, distensién abdominal, perforacion del colon, peritonitis aguda

(infeccion, fiebre, dolor), dolor, vomitos de sangre, transpiracién intensa, fiebre, presion
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sanguinea alta, anemia, diarrea, ictericia, mareos, escalofrios, espasmos musculares,
metastasis de colon, metastasis pulmonar, metastasis de vejiga, metastasis hepatica,
metastasis 6ésea, metastasis de rifidon y metastasis pancreatica, dificultad para tragar, y
similares.

Una dosis eficaz desde el punto de vista terapéutico puede evitar o retrasar la
aparicion del cancer, tal como puede ser deseable ante los signos tempranos o
preliminares de la enfermedad. Las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagndstico
del cancer incluyen las quimicas (que incluye la medicién de los niveles de GITR), la
hematologia, serologia y radiologia. En consecuencia, cualquier ensayo clinico o
bioquimico que monitorea lo mencionado anteriormente se puede usar para
determinar si un tratamiento particular es una dosis eficaz desde el punto de vista
terapéutico para tratar el cancer. Una persona del oficio de nivel medio seria capaz de
determinar esas cantidades en funcion de ciertos factores, tales como el tamano del
sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto y la composicién o via de administracion
particulares seleccionadas.

Una composicion como se describe en la presente se puede administrar a
través de una o mas vias de administracién usando uno o mas métodos conocidos en
el estado de la técnica. La persona del oficio de nivel medio considerara que la via de
administracion y/o el modo de administracion variaran en funcién de los resultados
deseados. Las vias de administracion preferidas de los anticuerpos que se describen
en la presente incluyen las siguientes: intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias de administracion parenterales, por
ejemplo, inyeccion o infusion. La expresion “administracion parenteral”, como se usa
en la presente, significa modos de administracién diferentes de la administracion
entérica y topica, por lo general, mediante inyeccion, e incluye, entre otras, la infusion
y la inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoide, intraespinal, epidural e
intraesternal.

De manera alternativa, un anticuerpo descrito en la presente se puede
administrar a través de una via no parenteral, tal como la via de administracion topica,
epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o tdpica.

Los compuestos activos se pueden preparar con portadores que protegeran el
compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulaciéon de liberacion

controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion
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microencapsulada. Se pueden usar polimeros biodegradables biocompatibles, tales
como etileno vinil acetato, polianhidridos, acido poliglicélico, poliortoésteres y acido
polilactico. Muchos de los métodos para la preparacion de dichas formulaciones estan
patentados o, en general, son conocidos por las personas del oficio de nivel medio.
Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.
Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Las composiciones terapéuticas se pueden administrar con dispositivos
médicos conocidos en el estado de la técnica. Por ejemplo, en una forma de
realizacion preferida, una composicion terapéutica descrita en la presente se puede
administrar con un dispositivo de inyecciéon hipodérmica sin aguja, tal como los
dispositivos descritos en las patentes estadounidenses N.*° 5.399.163, 5.383.851,
5.312.335, 5.064.413, 4.941.880, 4.790.824 o 4.596.556. Los ejemplos de los
implantes conocidos y los médulos para usar con los anticuerpos anti-GITR que se
describen en la presente incluyen: la patente estadounidense N.° 4.487.603, que
describe una bomba de microinfusién implantable para administrar medicamentos a
una velocidad controlada; la patente estadounidense N.° 4.486.194, que describe un
dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel; la patente
estadounidense N.° 4.447.233, que describe una bomba de infusion de medicamentos
para administrar medicamentos a una velocidad de infusidon precisa; la patente
estadounidense N.° 4.447.224, que describe un aparato de infusién implantable de
flujo variable para la administracion continua de farmacos; la patente estadounidense
N.° 4.439.196, que describe un sistema de administracion de farmacos osméticos, que
tiene compartimientos multicAmara; y la patente estadounidense N.° 4.475.196, que
describe un sistema de administracion de farmacos osmoticos. Estas patentes se
incorporan en la presente por referencia. Existen numerosos implantes, sistemas de
administracion y médulos conocidos por las personas del oficio de nivel medio.

En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR descritos en la
presente se pueden formular para asegurar la distribucion adecuada in vivo. Por
ejemplo, la barrera hematoencefélica (BBB) excluye numerosos compuestos altamente
hidroéfilos. A fin de garantizar que los compuestos terapéuticos descritos en la presente
atraviesen la BBB (si se desea, por ejemplo, para cancer de cerebro), se pueden
formular, por ejemplo, en liposomas. Para métodos de fabricacion de liposomas,
véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses N.°° 4,522 811, 5,374,548 vy
5,399,331. Los liposomas pueden comprender una 0 mMas porciones que se

transportan selectivamente a células u érganos especificos y, por lo tanto, mejoran la
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administracion farmacolégica dirigida (véase, por ejemplo, V.V. Ranade (1989) J. Clin.
Pharmacol. 29:685). Los ejemplos de porciones de direccionamiento incluyen folato o
biotina (véase, por ejemplo, la patente estadounidense N.° 5,416,016 de Low et al.);
mandsidos (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038);
anticuerpos (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995)
Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor de la proteina A del tensioactivo
(Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p120 (Schreier et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett.
346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

XVI. Usos y métodos

Los anticuerpos, las composiciones de anticuerpo y los métodos que se
describen en la presente tienen numerosas utilidades in vitro e in vivo que incluyen,
por ejemplo, la mejora de la respuesta inmunitaria mediante la activacién de la
sefalizacion GITR, o la deteccion de GITR. En una forma de realizacién preferida, los
anticuerpos descritos en la presente son anticuerpos humanos. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-GITR descritos en la presente se pueden administrar a las células en
cultivo, in vitro o0 ex vivo, 0 a sujetos humanos, por ejemplo, in vivo, para mejorar la
inmunidad en una variedad de enfermedades. En consecuencia, en la presente se
proporcionan métodos para modificar una repuesta inmunitaria en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto un anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de
este, que se describe en la presente de manera que se modifique la respuesta
inmunitaria en el sujeto. Preferentemente, la respuesta es mejorada, estimulada o
regulada en forma ascendente.

Los sujetos preferidos incluyen pacientes humanos en los que la mejora de una
respuesta inmunitaria es deseable. Los métodos son particularmente adecuados para
tratar pacientes humanos que presentan un trastorno que se puede tratar aumentando
una respuesta inmunitaria (por ejemplo, la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos
T, tal como una respuesta de linfocitos T especificos del antigeno). En una forma de
realizacion particular, los métodos son particularmente adecuados para el tratamiento
del cancer in vivo. Para obtener una mejora de la inmunidad especifica del antigeno,
los anticuerpos anti-GITR que se describen en la presente se pueden administrar junto
con un antigeno de interés, o el antigeno puede ya estar presente en el sujeto que se
tratara (por ejemplo, un sujeto que tiene un tumor o un virus). Cuando los anticuerpos

de GITR se administran junto con otro agente, ambos pueden administrarse de
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manera separada o simultanea.

También, se incluyen métodos para detectar la presencia del antigeno GITR
humano en una muestra o medir la cantidad de antigeno GITR humano; estos
métodos comprenden poner en contacto la muestra y una muestra de control con un
anticuerpo monoclonal, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal humano o una porcion
de este de fijacién al antigeno, que se fija especificamente a GITR humano, en
condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el anticuerpo o una
porcion de este y GITR humano. Luego se detecta la formacion de un complejo, en
donde la formacion de un complejo diferente entre la muestra en comparacién con la
muestra de control indica la presencia del antigeno GITR humano en la muestra.
Ademas, los anticuerpos anti-GITR que se describen en la presente se pueden usar
para purificar el GITR humano mediante la purificacion por inmunoafinidad.

Dada la capacidad de los anticuerpos anti-GITR que se describen en la
presente para estimular o coestimular las respuestas de linfocitos T, por ejemplo,
respuestas de linfocitos T especificos del antigeno, en la presente se proporcionan
métodos in vitro e in vivo de uso de anticuerpos que se describen en la presente para
estimular, mejorar o regular de manera ascendente las respuestas de linfocitos T
especificos del antigeno, por ejemplo, respuestas de linfocitos T antitumorales. En
algunas formas de realizacién, la estimulacién de CD3 también se proporciona (por
ejemplo, mediante coincubaciéon con una célula que expresa la membrana CD3), cuya
estimulacién se puede proporcionar al mismo tiempo, antes o después de la
estimulacién con un anticuerpo anti-GITR. Por ejemplo, se proporcionan en la presente
métodos para estimular una respuesta de linfocitos T especificos del antigeno que
comprenden poner en contacto el linfocito T con un anticuerpo anti-GITR descrito en la
presente, y opcionalmente, con un anticuerpo anti-CD3, de modo que se estimula una
respuesta de linfocitos T especificos del antigeno . Se puede usar cualquier indicador
adecuado de una respuesta de los linfocitos T especificos del antigeno para medir la
respuesta de los linfocitos T especificos del antigeno. Los ejemplos no limitantes de
estos indicadores adecuados incluyen el aumento de la proliferacion de linfocitos T en
presencia del anticuerpo y/o el aumento de la produccion de citocina en presencia del
anticuerpo. En una forma de realizacion preferida, se estimula la produccion de
interleucina 2/o interferon-y por parte del linfocito T especifico del antigeno.

Los linfocitos T que se pueden mejorar o coestimular con anticuerpos anti-
GITR incluyen linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+. Los linfocitos T pueden ser

linfocitos T.x, por ejemplo, linfocitos Ter CD4+, linfocitos Tes CD8+ |, linfocitos T
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colaboradores (T}) y linfocitos T citotoxicos (T).

Asimismo, se incluyen métodos para estimular una respuesta inmunitaria (por
ejemplo, una respuesta de los linfocitos T especificos del antigeno) en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto un anticuerpo anti-GITR que se describe en la
presente, de manera que se estimule una respuesta inmunitaria (por ejemplo, la
respuesta de los linfocitos T especificos del antigeno) en el sujeto. En una forma de
realizacion preferida, el sujeto tiene un tumor, y se estimula una respuesta inmunitaria
contra el tumor. El tumor puede ser un tumor sélido o puede ser un tumor liquido, tal
como un cancer hematolégico. En algunas formas de realizacion, un tumor es un
tumor inmunogénico. En algunas formas de realizacién, un tumor es un tumor no
inmunogénico. En algunas formas de realizacién, un tumor es PD-L1 positivo. En
algunas formas de realizacion un tumor es PD-L1 negativo. El sujeto también puede
ser un sujeto que tiene un virus, y una respuesta inmunitaria contra el virus se
estimula.

También se proporcionan métodos para inhibir el crecimiento de células
tumorales en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto un anticuerpo anti-GITR
descrito en la presente, de manera que se inhiba el crecimiento del tumor en el sujeto.
También se proporcionan métodos para tratar una infeccion viral en un sujeto, que
comprenden administrar al sujeto un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente, de
manera que se trate la infeccion viral en el sujeto.

También se incluyen en la presente métodos para reducir linfocitos Treg del
microentorno tumoral de un sujeto que tiene, por ejemplo, tumores cancerigenos, que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz desde el punto de vista
terapéutico del anticuerpo anti-GITR descrito en la presente que comprenden un Fc
que estimula la reduccion de linfocitos T.eq en el microentorno tumoral. Un Fc puede,
por ejemplo, ser un Fc con funcion efectora o funcion efectora mejorada, tal como
fijacion o que tiene fijacion mejorada a uno o mas receptores Fc activadores. En una
forma de realizacion preferida, la reduccion de T4 ocurre sin reduccion significativa ni
inhibicion de Te¢ en el microentorno tumoral y sin reduccion significativa ni inhibicién de
linfocitos Ter y linfocitos Trg fuera del microentorno tumoral, por ejemplo, en la
periferia. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene mayores niveles de GITR en
los linfocitos T, que en los linfocitos T, por ejemplo, en el microentorno tumoral.

En algunas formas de realizacion, un sujeto se trata con un anticuerpo anti-
GITR que tiene un Fc que mejora el agonismo, por ejemplo, se fija o tiene fijacion

mejorada al FcRIIb inhibitorio. Algunos tratamientos se realizan con un anticuerpo anti-
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GITR que tiene un Fc que no se fija, o tiene fijacién reducida a uno o mas FcR
activadores. Los anticuerpos anti-GITR pueden reducir Treg en tumores y/o Treg en
linfocitos infiltrantes de tumor (TIL).

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR se proporciona a un
sujeto como terapia complementaria. Los tratamientos en sujetos que padecen cancer
con un anticuerpo anti-GITR pueden generar supervivencia prolongada, por ejemplo,
respuesta duradera a largo plazo en relacién con el cuidado estandar actual;
supervivencia a largo plazo de al menos 3 meses, 6 meses, 9 meses, 1, 2, 3,4, 5,100
mas afnos, o supervivencia libre de enfermedad de al menos 3 meses, 6 meses, 9
meses, 1, 2, 3, 4, 5 0 10 o mas afos. En algunas formas de realizacién, el tratamiento
de un sujeto que padece cancer con un anticuerpo anti-GITR previene la recurrencia
del cancer o la demora en un periodo de, por ejemplo, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 1,
2, 3,4,5 0 10 o mas anos. Un tratamiento con anti-GITR se puede usar como un
tratamiento de primera, segunda o tercera linea.

En formas de realizacién preferidas, un anticuerpo anti-GITR descrito en la
presente no es significativamente tdxico. Por ejemplo, un anticuerpo GITR no es
significativamente téxico para un érgano de un ser humano, por ejemplo, uno o mas de
higado, riidn, cerebro, pulmones y corazén, como se determind, por ejemplo, en
ensayos clinicos. En algunas formas de realizacion, un anticuerpo GITR no activa
significativamente una respuesta inmunitaria no deseada, por ejemplo, autoinmunidad
o inflamacion.

En algunas formas de realizacién, el tratamiento de un sujeto con un agonista
anti-GITR (por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR) no provoca la sobrestimulacién del
sistema inmunitario en la medida que el sistema inmunitario del sujeto luego ataca al
sujeto en si mismo (por ejemplo, respuesta autoinmunitaria) o provoca, por ejemplo,
anafilaxis. Asi, los anticuerpos anti-GITR, preferentemente, no causan anafilaxis.

En algunas formas de realizacion, el tratamiento de un sujeto con un anticuerpo
anti-GITR descrito en la presente, por ejemplo, un anticuerpo que comprende las CDR
o las regiones variables de 28F3, no ocasionan reacciones inflamatorias significativas,
por ejemplo, neumonia inmunitaria, colitis inmunitaria, hepatitis inmunitaria, nefritis
inmunitaria o disfuncién renal, hipofisitis inmunitaria, hipotiroidismo inmunitario e
hipotiroidismo, u otras reacciones inmunitarias adversas. En algunas formas de
realizacion, un anticuerpo anti-GITR que comprende las CDR o las regiones variables
de 28F3 ocasiona menos reacciones inflamatorias que otros anticuerpos anti-GITR,

por ejemplo, neumonia inmunitaria, colitis inmunitaria, hepatitis inmunitaria, nefritis
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inmunitaria o disfuncién renal, hipofisitis inmunitaria, hipotiroidismo inmunitario e
hipotiroidismo, anafilaxis u otras reacciones inmunitarias adversas. Otras reacciones
adversas inmunitarias incluyen trastornos cardiacos, por ejemplo, arritmia ventricular;
trastornos oculares, por ejemplo, iridociclitis; reacciones relacionadas con la infusién;
mayor amilasa, mayor lipasa; trastornos del sistema nervioso, por ejemplo, mareos,
neuropatia perifética y sensorial; trastornos del tejido dérmico y subcutaneo, por
ejemplo, erupciéon cutanea, prurito, dermatitis exfoliativa, eritema multiforme, vitiligo o
psoriasis; trastornos respiratorios, toracicos y mediastinicos, por ejemplo, tos; fatiga;
nauseas; disminucidn de apetito; constipacion; artralgia y diarrea.

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo GITR proporciona efectos
antitumorales sinergisticos en combinacion con otra terapia contra el cancer, tal como
un compuesto que estimula el sistema inmunitario (por ejemplo, un agente
inmunooncoldgico), por ejemplo, un compuesto descrito en la presente o un
compuesto que modula una diana descrita en la presente.

Estos y otros métodos que se describen en la presente se analizan a

continuacion en mas detalle.

Cancer

La activacién de GITR mediante los anticuerpos anti-GITR puede mejorar la
respuesta inmunitaria a las células cancerigenas en el paciente. En la presente se
proporcionan métodos para tratar a un sujeto que padece cancer, que comprenden
administrar al sujeto un anticuerpo anti-GITR descrito en la presente, de modo que el
sujeto se trata, por ejemplo, de modo tal que se inhibe o se reduce el crecimiento de
tumores cancerigenos y/o se produce la regresion tumoral y/o se logra una
supervivencia prolongada. Se puede usar un anticuerpo anti-GITR solo para inhibir el
crecimiento de tumores cancerigenos. De manera alternativa, se puede usar un
anticuerpo anti-GITR junto con otros agentes, por ejemplo, otros agentes
inmunogeénicos, tratamientos oncolégicos estandares, u otro anticuerpo, como se
describe a continuacion.

En consecuencia, en la presente se proporcionan métodos para el tratamiento
del cancer, por ejemplo, inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, que
comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo anti-GITR descrito en la presente, por ejemplo, 28F3.1gG1 o 28F3.1gG1.1, o
una porcion de estos de fijacion al antigeno. El anticuerpo puede ser un anticuerpo

anti-GITR humano (por ejemplo, cualquier anticuerpo GITR humano antihumano
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descrito en la presente). De manera adicional o alternativa, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti-GITR quimérico o humanizado, por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR
quimérico o humanizado que comprende secuencias de 28F3 u otros anticuerpos anti-
GITR descritos en la presente.

Los tipos de cancer cuyo crecimiento se puede inhibir mediante los anticuerpos
de la invencion incluyen los tipos de cancer que generalmente responden a la
inmunoterapia y aquellos que no. Los tipos de cancer pueden ser aquellos con
tumores sélidos o neoplasias hemotdgicas (tumores liquidos). Los ejemplos no
limitativos de tipos de cancer para tratamiento incluyen carcinoma de células
escamosas, cancer de pulmon de células pequefas, cancer de pulmon de células no
pequenas, cancer de pulmon de células no pequefias escamosas (NSCLC), NSCLC
de células no escamosas, glioma, cancer gastrointestinal, cancer de rindn (por
ejemplo, carcinoma de células claras), cancer de ovario, cancer de higado, cancer
colorrectal, cancer de endometrio, cancer de rifdn (por ejemplo, carcinoma de células
renales (RCC)), cancer de préstata (por ejemplo, adenocarcinoma de prostata
resistente al tratamiento hormonal), cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de
pancreas, glioblastoma (glioblastoma multiforme), cancer de cuello de utero, cancer de
estdmago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, carcinoma de colon y cancer
(o carcinoma) de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumores de células germinales,
sarcoma pediatrico, natural killer sinonasal, melanoma (por ejemplo, melanoma
maligno metastasico, tal como melanoma maligno cutaneo o intraocular), cancer 6seo,
cancer de piel, cancer de utero, cancer de la region anal, cancer testicular, carcinoma
de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello de utero,
carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, cancer de eso6fago, cancer del intestino
delgado, cancer del sistema enddécrino, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de
la glandula suprarrenal, sarcoma del tejido blando, cancer de uretra, cancer de pene,
tumores solidos de la infancia, cancer de uréter, carcinoma de la pelvis renal,
neoplasma del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC,
angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, cancer cerebral, glioma del tronco
encefalico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de
células escamosas, linfoma de linfocitos T, tipos de cancer provocados por el entorno,
que incluyen los provocados por el amianto, tipos de cancer relacionados con virus o
tipos de cancer de origen viral (por ejemplo, virus del papiloma humano (tumores
relacionados con el HPV o que se originan del HPV)) y tipos de cancer hematolégicos

derivados de los dos principales linajes de glébulos rojos, es decir, la linea celular
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mieloide (que produce granulocitos, eritrocitos, trombocitos, macréfagos y mastocitos)
o linea celular linfoide (que produce linfocitos B, T, células NK y células plasmaticas ),
tales como todos los tipos de leucemias, linfomas y mielomas, por ejemplo, leucemias
linfociticas y/o mieloides agudas, cronicas, tales como leucemia aguda (ALL), leucemia
mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL) y leucemia mieloide cronica
(CML), AML indiferenciada (MO0), leucemia mieloblastica (M1), leucemia mieloblastica
(M2; con maduracién celular), leucemia promielocitica (M3 o variante de M3 [M3V]),
leucemia mielomonocitica (M4 o variante de M4 con eosinofilia [M4E]), leucemia
monocitica (M5), eritroleucemia (M6), leucemia megacarioblastica (M7), sarcoma
granulocitico aislado y cloroma; linfomas, tales como linfoma de Hodgkin (HL), linfoma
de no Hodgkin (NHL), cancer hematoldgico de linfocitos B, por ejemplo, linfomas de
linfocitos B, linfomas de linfocitos T, linfoma linfoplasmacitoide, linfoma monocitoide de
linfocitos B, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), linfoma anaplasico
(por ejemplo, Ki 1+) de células grandes, linfoma/leucemia de linfocitos T en adultos,
linfoma de células del manto, linfoma angioinmunoblastico de linfocitos T, linfoma
angiocéntrico, linfoma intestinal de linfocitos T, linfoma mediastinico primario de
linfocitos B, linfoma linfoblastico de precursores T y leucemia/linfoma linfoblastico T (T-
ALL/T-Lbly), linfoma periférico de linfocitos T, linfoma linfoblastico, trastorno
linfoproliferativo después del transplante, linfoma histiocitico verdadero, linfoma
primario del sistema nervioso central, linfoma de efusién primaria, linfoma de linfocitos
B, linfoma linfoblastico (LBL), tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma de Burkitt, linfoma
folicular, linfoma histiocitico difuso (DHL), linfoma inmunoblastico de células grandes,
linfoma linfoblastico de precursores B, linfoma cutaneo de linfocitos T (CTLC) (también
denominado micosis fungoide o sindrome de Sezary) y linfoma linfoplasmacitoide
(LPL) con macroglobulinemia de Waldenstrom; mielomas, tales como mieloma de IgG,
mieloma de la cadena liviana, mieloma no secretor, mieloma quiescente (también
denominado mieloma de escasa malignidad), plasmocitoma solitario y mielomas
multiples, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma de tricoleucocitos; tumores
hematopoyéticos de linaje mieloide, tumores de origen mesenquimatoso, que incluyen
fibrosarcoma y rabdomioscarcoma; seminoma, teratocarcinoma, tumores del sistema
nervioso central y periférico, que incluyen astrocitoma, schwannomas; tumores de
origen mesenquimatoso, que incluyen fibrosarcoma, rabdomioscaroma y
osteosarcoma; y otros tumores, que incluyen melanoma, xerodermia pigmentosa,

queratoacantoma, seminoma, cancer folicular de tiroide y teratocarcinoma, tumores
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hematopoyéticos de linaje linfoide, por ejemplo, tumores de linfocitos T y B, que
incluye, entre otros, trastornos de linfocitos T, tales como leucemia prolinfocitica T (T-
PLL), que incluye la ceélula pequena y el tipo celular cerebriforme; leucemia de
linfocitos grandes granulares (LGL), preferentemente, del tipo linfocito T; linfoma
hepatosplénico a/d T-NHL ; linfoma de linfocitos T periféricos/post-timo (subtipos
pleomorficos e inmunoblasticos); linfoma de linfocitos T angiocéntricos (nasal); cancer
de cabeza o cuello, cancer renal, cancer rectal, cancer de la glandula tiroidea; linfoma
mieloide agudo , asi como cualquier combinacién de estos tipos de cancer. Los
meétodos descritos en la presente también se pueden usar para el tratamiento de los
tipos de cancer metastasicos, no extirpables y/o refractarios (por ejemplo, tipos de
cancer refractarios a la inmunoterapia previa, por ejemplo, con un anticuerpo CTLA-4 o
PD-1 bloqueante), y tipos de cancer recurrentes.

En algunas formas de realizacion, un Ab anti-GITR se administra a pacientes
que padecen de cancer que inhibieron una respuesta inadecuada a un tratamiento
anterior, por ejemplo, un tratamiento anterior con un farmaco inmunooncoldgico, o
pacientes que padecen de cancer que es refractario o resistente, ya sea refractario o
resistente intrinsecamente (por ejemplo, refractario al antagonista de la via de PD-1), o
en donde se adquiere el estado refractario o de resistencia. Por ejemplo, los sujetos
que no responden o que no lo hacen en forma suficiente a un primera terapia, o en los
que se evidencia el avance de la enfermedad luego del tratamiento, por ejemplo, el
tratamiento con anti-PD-1, pueden ser tratados con la administracion de un anticuerpo
anti-GITR solo o combinado con otra terapia (por ejemplo, con una terapia anti-PD-1).

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR se administra a
pacientes que no recibieron anteriormente (es decir, no tratados previamente) un
agente inmunooncoldgico, por ejemplo, un antagonista de la via de PD-1.

Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar con un tratamiento de cuidado
estandar. Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar como terapia de
mantenimiento, por ejemplo, una terapia que pretende evitar la aparicion o recurrencia
de tumores.

Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar con otro tratamiento, por
ejemplo, radiacion, cirugia o quimioterapia. Por ejemplo, una terapia complementaria
con anticuerpos anti-GITR se puede administrar cuando existe riesgo de la existencia
de micrometastasis y/o a fin de reducir el riesgo de una recaida.

Un anticuerpo anti-GITR se puede administrar como monoterapia, 0 como la

Unica terapia inmunoestimulante. Los anticuerpos a GITR, por ejemplo, los anticuerpos

149



anti-GITR descritos en la presente, se pueden combinar con un agente inmunogénico,
tal como células cancerigenas, antigenos tumorales purificados (que incluyen
proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de carbohidratos), células y células
transfectadas con genes que codifican citocinas estimulantes del sistema inmunitario
(He et al (2004) J. Immunol. 173:4919-28). Los ejemplos de vacunas antitumorales
que se pueden usar incluyen péptidos de antigenos de melanoma, tales como
péptidos de gp100, antigenos MAGE, Trp-2, MART1 y/o tirosinasa, o células tumorales
transfectadas para expresar la citocina GM-CSF (analizada mas adelante).

En los seres humanos, algunos tumores demostraron ser inmunogénicos, tales
como los melanomas. Al reducir el umbral de activacion de linfocitos T mediante
activacion de GITR, se pueden activar las respuestas tumorales, lo que permite el
tratamiento de tumores no inmunogénicos o aquellos que tienen inmunogenicidad
limitada.

Un anticuerpo anti-GITR, por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR que se describe
en la presente, se puede combinar con un protocolo de vacunacién. Se trazaron
diversas estrategias experimentales para la vacunacion contra los tumores (véanse
Rosenberg, S., 2000, Development of Cancer Vaccines, ASCO Educational Book
Spring: 60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Educational Book Spring: 300-302; Khayat,
D. 2000, ASCO Educational Book Spring: 414-428; Foon, K. 2000, ASCO Educational
Book Spring: 730-738; véase también Restifo, N. y Sznol, M., Cancer Vaccines,
capitulo 61, pp. 3023-3043 en DeVita et al. (eds.), 1997, Cancer: Principles and
Practice of Oncology, quinta edicién). En una de estas estrategias, se prepara una
vacuna en la que se usan células tumorales autdlogas o alogénicas. Estas vacunas
celulares demostraron ser mas eficaces cuando las células tumorales se transducen
para expresar GM-CSF. GM-CSF demostré ser un activador potente de la
presentacion de antigenos para la vacunacion contra los tumores (Dranoff et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 90: 3539-43).

El estudio de los patrones de expresion génica y de expresion génica a gran
escala en diversos tumores produjo la definicion de los denominados antigenos
especificos de tumores (Rosenberg, S A (1999) Immunity 10: 281-7). En varios casos,
estos antigenos especificos de tumores son antigenos de diferenciaciéon que se
expresan en los tumores y en la célula donde se produjo el tumor, por ejemplo,
antigenos melanocitos gp100, antigenos MAGE y Trp-2. Lo que es mas importante, se
puede demostrar que muchos de estos antigenos son las dianas de linfocitos T

especificos del tumor en el huésped. La activacion de GITR se puede usar en
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combinacion con un conjunto de proteinas recombinantes y/o péptidos expresados en
un tumor, a fin de generar una respuesta inmunitaria a estas proteinas. En general, el
sistema inmunitario considera estas proteinas como autoantigenos y, por lo tanto, son
tolerantes a ellos. El antigeno tumoral puede incluir la proteina telomerasa, que es
necesaria para la sintesis de teldmeros de cromosomas y que se expresa en mas del
85 % de los tipos de cancer en seres humanos y solo en una cantidad limitada de
tejidos somaticos (Kim et al. (1994) Science 266: 2011-2013). El antigeno tumoral
también puede ser un "neoantigeno" expresado en células cancerigenas debido a las
mutaciones somaticas que alteran la secuencia proteica o crean proteinas de fusion
entre dos secuencias no relacionadas (es decir, bcr-abl en el cromosoma
Philadelphia), o idiotipo de tumores de linfocitos B.

Otras vacunas antitumorales pueden incluir las proteinas de virus implicados
en ciertos tipos de cancer humano, tales como el virus del papiloma humano (HPV), el
virus de la hepatitis (HBV y HCV) y el virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi
(KHSV). Otra forma de antigeno especifico de tumores que se puede usar junto con la
activacion de GITR son las proteinas de choque térmico (HSP) purificadas aisladas del
tejido tumoral en si mismo. Estas proteinas de choque térmico contienen fragmentos
de proteinas de las células tumorales, y estas HSP son altamente eficaces para el
suministro a las células que presentan antigenos, a fin de provocar inmunidad tumoral
(Suot & Srivastava (1995) Science 269:1585-1588; Tamura et al. (1997) Science
278:117-120).

Las células dendriticas (DC) son antigenos potentes que presentan células que
se pueden usar para cebar respuestas especificas del antigeno. Las DC se pueden
producir ex vivo y cargar con varios antigenos de proteinas y péptidos, asi como
extractos de células tumorales (Nestle et al. (1998) Nature Medicine 4: 328-332).
Asimismo, las DC también se pueden transducir por medios genéticos para que
también expresen estos antigenos tumorales. Las DC también se fusionaron
directamente a las células tumorales, a fin de lograr la inmunizacién (Kugler et al.
(2000) Nature Medicine 6:332-336). Como método de vacunacion, la inmunizacion de
DC se puede combinar de manera eficaz con la activacion de GITR para activar
respuestas antitumorales mas potentes.

La activacion de GITR también se puede combinar con tratamientos contra el
cancer estandar (por ejemplo, cirugia, radiacion y quimioterapia). La activacién de
GITR se puede combinar de manera eficaz con regimenes quimioterapéuticos. En

estos casos, es posible reducir la dosis de reactivos quimioterapéuticos administrados
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(Mokyr et al. (1998) Cancer Research 58: 5301-5304). Un ejemplo de tal combinacion
es un anticuerpo anti-GITR en combinacion con decarbazina para el tratamiento del
melanoma. Otro ejemplo de tal combinacion es un anticuerpo anti-GITR en
combinacion con interleucina-2 (IL-2) para el tratamiento del melanoma. La razén
cientifica del uso combinado de la activacién de GITR y la quimioterapia es que la
muerte celular, que es una consecuencia de la accion citotéxica de la mayoria de los
compuestos quimioterapéuticos, deberia provocar el aumento de los niveles de
antigenos tumorales en la via de presentacion de antigenos. Otras terapias
combinadas que pueden dar como resultado la sinergia con la activacién de GITR
mediante la muerte celular son la radiacion, la cirugia y la carencia hormonal. Cada
uno de estos protocolos crea una fuente de antigeno tumoral en el huésped. Los
inhibidores de la angiogénesis también se pueden combinar con la activacién de GITR
La inhibicién de la angiogénesis produce la muerte de células tumorales que podrian
alimentar el antigeno tumoral en las vias de presentaciéon del antigeno huésped.

Los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente también se pueden usar en
combinacion con anticuerpos biespecificos que dirigen las células efectoras que
expresan el receptor Fca o Fcy a las células tumorales (véanse, por ejemplo, las
patentes estadounidenses N.°° 5.922.845 y 5.837.243). Los anticuerpos biespecificos
se pueden usar para dirigir dos antigenos separados. Por ejemplo, se usaron
anticuerpos biespecificos del receptor anti-Fc/antigeno antitumoral (por ejemplo, Her-
2/neu) para dirigir macrofagos hacia los sitios tumorales. Este direccionamiento puede
activar de manera mas eficaz las repuestas especificas tumorales. El brazo de los
linfocitos T de estas respuestas se podria aumentar mediante la activacion de GITR.
De manera alternativa, el antigeno se puede administrar directamente a las DC
usando anticuerpos biespecificos que se fijan al antigeno tumoral y un marcador de
superficie celular especifico de célula dendritica.

Los tumores evaden la vigilancia inmunitaria del huésped mediante una gran
variedad de mecanismos. Varios de estos mecanismos se pueden debilitar mediante la
inactivacion de proteinas expresadas por los tumores y que son inmunodepresoras.
Estas incluyen, entre otras, TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050),
IL-10 (Howard & O'Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200) y ligando Fas
(Hahne et al. (1996) Science 274: 1363-1365). Los anticuerpos de cada una de estas
entidades se pueden usar en combinacién con anticuerpos anti-GITR para
contrarrestar los efectos del agente inmunosupresor y favorecer las respuestas

inmunitarias tumorales por parte del huésped.
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Se pueden usar otros anticuerpos que activan la respuesta inmunitaria del
huésped en combinacién con anticuerpos anti-GITR. Estos incluyen moléculas en la
superficie de células dendriticas, que activan la funcién de DC y la presentacién de
antigenos. Los anticuerpos anti-CD40 pueden sustituir eficazmente la actividad de los
linfocitos T colaboradores (Ridge et al. (1998) Nature 393: 474-478) y se pueden usar
junto con los anticuerpos anti-GITR. Los anticuerpos de activacion a las moléculas
coestimulantes de linfocitos T, tales como CTLA-4 (por ejemplo, patente
estadounidense N.° 5.811.097), OX-40 (Weinberg et al. (2000) /Immunol 164: 2160-
2169), 4-1BB (Melero et al. (1997) Nature Medicine 3: 682-685 (1997) e ICOS (Hutloff
et al. (1999) Nature 397: 262-266) también puede proporcionar mayores niveles de
activacion de linfocitos T. Los inhibidores de PD1 o PD-L1 también se pueden usar
junto con un anticuerpo anti-GITR.

El trasplante de médula désea se usa actualmente para tratar varios tumores de
origen hematopoyético. Si bien la enfermedad del injerto contra el huésped es una
consecuencia de este tratamiento, se puede obtener un beneficio terapéutico de las
respuestas del injerto contra el tumor. La activacién de GITR se puede usar para
aumentar la eficacia de los linfocitos T especificos de tumor injertados en el donante.

También hay varios protocolos de tratamiento experimental que incluyen la
activacion y expansion ex vivo de linfocitos T especificos del antigeno y la
transferencia adoptiva de estas células a receptores, a fin de estimular los linfocitos T
especificos del antigeno contra los tumores (Greenberg & Riddell (1999) Science 285:
546-51). Estos métodos también se pueden usar para activar las respuestas de los
linfocitos T a los agentes infecciosos, tales como CMV. La activacion ex vivo en
presencia de anticuerpos anti-GITR puede aumentar la frecuencia y la actividad de los

linfocitos T transferidos de manera adoptiva.

Enfermedades infecciosas

Los métodos descritos en la presente también se pueden usar para tratar
pacientes que estuvieron expuestos a ciertas toxinas o patégenos. En consecuencia,
otro aspecto descrito en la presente proporciona un método para tratar una
enfermedad infecciosa en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un
anticuerpo anti-GITR, o una porcion de este de fijacion al antigeno, de modo que el
sujeto reciba tratamiento para la enfermedad infecciosa. De manera adicional o
alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico o humanizado.

De manera similar a su aplicacion a tumores como se analizé anteriormente, la
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activacion de GITR mediado por anticuerpos se puede usar sola, o como adyuvante,
en combinacion con vacunas, para estimular la respuesta inmunitaria a patégenos,
toxinas y autoantigenos. Los ejemplos de patdgenos para los que este enfoque
terapéutico puede ser particularmente util incluyen patdégenos para los que no hay en
la actualidad una vacuna eficaz o patégenos para los cuales las vacunas
convencionales no son totalmente eficaces. Estos incluyen, entre otros, VIH, hepatitis
(A, By C), influenza, herpes, giardia, malaria, leishmaniosis, Staphylococcus aureus'y
Pseudomonas aeruginosa. La activacion de GITR puede ser util contra infecciones
establecidas por agentes, tales como el VIH, que presentan antigenos alterados
durante el curso de las infecciones. Estos epitopos novedosos se reconocen como
extrafios al momento de la administracion de anticuerpos GITR antihumano, y por lo
tanto, provocan una respuesta fuerte de linfocitos T.

Algunos ejemplos de virus patogénicos que causan infecciones que se pueden
tratar mediante los métodos descritos en la presente incluyen VIH, hepatitis (A, B o C),
virus del herpes (por ejemplo, VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-Il y CMV, virus de Epstein
Barr), adenovirus, virus de la influenza, flavivirus, virus ECHO, rinovirus, virus de
Coxsackie, coronavirus, virus respiratorio sinsicial, virus de la parotiditis, rotavirus,
virus del sarampion, virus de la rubeola, parvovirus, viruela vacunoide, virus de HTLV,
virus del dengue, virus del papiloma, virus del molusco contagioso, poliovirus, virus de
la rabia, virus de John Cunningham y encefalitis causada por arbovirus.

Algunos ejemplos de bacterias patogénicas que causan infecciones que se
pueden tratar mediante los métodos descritos en la presente incluyen clamidia,
bacterias rickettsias, micobacterias, estafilococos, estreptococos, neumonococos,
meningococos y gonococos, Klebsiella, préteo, Serratia, seudomonas, legionela,
difteria, salmonela, bacilos, cdlera, tétanos, botulismo, antrax, peste, leptospirosis y
bacterias de la enfermedad de Lyme.

Algunos ejemplos de hongos patogénicos que causan infecciones que se
pueden tratar mediante los métodos descritos en la presente incluyen Candida
(albicans, krusei, glabrata, tropicalis, etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus
(fumigatus, niger, etc.), género Mucorales (Mucor, Absidia, Rhizophus), Sporothrix
schenkii, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis
e Histoplasma capsulatum.

Algunos ejemplos de parasitos patogénicos que causen infecciones que se
pueden tratar mediante los métodos descritos en la presente incluyen Entamoeba

histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia,
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Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii y
Nippostrongylus brasiliensis.

En todos los métodos anteriores, la activacion de GITR se puede combinar con
otras formas de inmunoterapia, tales como tratamiento de citocinas (por ejemplo,
interferones, GM-CSF, G-CSF, IL-2) o terapia de anticuerpos biespecificos, que
proporciona una presentacion mejorada de antigenos tumorales (véase, por ejemplo,
Holliger (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak (1994) Structure
2:1121-1123).

Reacciones autoinmunitarias

Los anticuerpos anti-GITR pueden provocar y ampliar las respuestas
autoinmunitarias. De hecho, la induccion de respuestas antitumorales mediante el uso
de vacunas de péptidos y células tumorales revela que muchas respuestas
antitumorales implican reactividad autoinmunitaria (van Elsas et al. (2001) J. Exp. Med.
194:481-489; Overwijk, et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 96: 2982-2987;
Hurwitz, (2000) supra; Rosenberg & White (1996) J. Immunother Emphasis Tumor
Immunol 19 (1): 81-4). Por lo tanto, es posible considerar el uso de los anticuerpos
anti-GITR junto con varias autoproteinas, a fin de elaborar protocolos de vacunacion
para generar eficazmente respuestas inmunitarias contra estas autoproteinas para el
tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer abarca la
acumulacion inadecuada de péptido AB en depdsitos de amiloide en el cerebro; las
respuestas de los anticuerpos contra el amiloide pueden limpiar estos depdsitos de
amiloide (Schenk et al., (1999) Nature 400: 173-177).

También se pueden usar como diana otras autoproteinas, tales como IgE, para
el tratamiento de la alergia y el asma, y TNFc para la artritis reumatoide. Finalmente,
las respuestas del anticuerpo a distintas hormonas se pueden inducir mediante el uso
de anticuerpos anti-GITR. Las respuestas de los anticuerpos neutralizantes a las
hormonas reproductoras se pueden usar para la anticoncepcién. Las respuestas de los
anticuerpos neutralizantes a las hormonas y otros factores solubles necesarios para el
crecimiento de tumores particulares también se pueden considerar como posibles
dianas de vacunacion.

Los métodos analogos a los descritos anteriormente para el uso de anticuerpos
anti-GITR se pueden usar para la induccion de respuestas autoinmunitarias

terapéuticas en el tratamiento de pacientes que tienen una acumulaciéon inadecuada
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de otros autoantigenos, tales como depdsitos de amiloide, lo que incluye All en la

enfermedad de Alzheimer, citocinas, tales como TNFaq, e IgE.

Vacunas

Los anticuerpos anti-GITR descritos en la presente se pueden usar para
estimular respuestas inmunitarias especificas del antigeno mediante la
coadministraciéon de un anticuerpo anti-GITR con un antigeno de interés (por ejemplo,
una vacuna). En consecuencia, se proporcionan en la presente métodos para mejorar
una respuesta inmunitaria a un antigeno en un sujeto, que comprende administrar al
sujeto: (i) el antigeno; y (ii) un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de este de fijacion
al antigeno, de modo que se mejora la respuesta inmunitaria al antigeno en el sujeto.
El anticuerpo puede ser un anticuerpo GITR antihumano (por ejemplo, cualquier
anticuerpo anti-GITR humano descrito en la presente). De manera adicional o
alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico o humanizado. El
antigeno puede ser, por ejemplo, un antigeno tumoral, un antigeno viral, un antigeno
bacteriano o un antigeno de un patégeno. Los ejemplos no limitantes de esos
antigenos incluyen los que se analizan en las secciones anteriores, tales como los
antigenos tumorales (o vacunas contra tumores) analizados anteriormente, o los
antigenos de virus, bacterias u otros patégenos descritos anteriormente.

En algunas formas de realizacion, un péptido o proteina de fusion que
comprende el epitopo al cual se fija el anticuerpo anti-GITR se usa como una vacuna
en forma adicional o alternativa a un anticuerpo anti-GITR.

Las vias adecuadas para administrar las composiciones de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos monoclonales humanos, moléculas multiespecificas y
biespecificas e inmunoconjugados) que se describen en la presente in vivo e in vitro
son conocidas en el estado de la técnica, y que pueden seleccionar las personas del
oficio de nivel medio. Por ejemplo, las composiciones de anticuerpos se pueden
administrar mediante inyeccion (por ejemplo, intravenosa o subcuténea). Las dosis
adecuadas de las moléculas usadas dependeran de la edad y el peso del sujeto y de
la concentracion y/o la formulacion de la composiciéon de anticuerpos.

Como se describié anteriormente, los anticuerpos anti-GITR descritos en la
presente se pueden coadministrar con uno o mas agentes terapéuticos, por ejemplo,
un agente citotéxico, un agente radiotéxico o un agente inmunosupresor. El anticuerpo
se puede fijar al agente (como un inmunocomplejo) o se puede administrar de manera

separada del agente. En el ultimo caso (administracion separada), el anticuerpo se
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puede administrar antes, después o en forma concurrente con el agente, o se puede
coadministrar con otras terapias conocidas, por ejemplo, una terapia contra el cancer,
por ejemplo, radiacion. Los agentes terapéuticos incluyen, entre otros, agentes
antineoplasicos, como doxorrubicina (adriamicina), cisplatina, sulfato de bleomicina,
carmustina, clorambucil, dacarbazina y ciclofosfamida hidroxiurea que, por si solos,
son eficaces Unicamente a niveles que son téxicos o subtoxicos para un paciente. La
cisplatina se administra de manera intravenosa en dosis de 100 mg/ml una vez cada
cuatro semanas, y la adriamicina se administra de manera intravenosa en una dosis
de 60-75 mg/ml una vez cada 21 dias. La coadministracion de anticuerpos anti-GITR,
o los fragmentos de estos de fijacion al antigeno, descritos en la presente con agentes
quimioterapéuticos proporciona dos agentes contra el cancer que funcionan mediante
diferentes mecanismos que producen un efecto citotdoxico en las células tumorales
humanas. La coadministracidn puede solucionar problemas debido al desarrollo de
resistencia a los farmacos o0 a un cambio en la antigenicidad de las células tumorales,
lo cual las volveria no reactivas con el anticuerpo.

Dentro del alcance descrito en la presente, también se encuentran kits que
comprenden las composiciones de anticuerpos descritos en la presente (por ejemplo,
anticuerpos  humanos, moléculas  biespecificas o  multiespecificas, o
inmunoconjugados) e instrucciones de uso. El kit también puede contener al menos un
reactivo adicional, o uno o mas anticuerpos humanos adicionales descritos en la
presente (por ejemplo, un anticuerpo humano con actividad complementaria que se fija
a un epitopo en un antigeno GITR distinto del primer anticuerpo humano). En general,
los kits incluyen una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit. El término
"etiqueta" incluye cualquier leyenda o material grabado suministrado sobre el kit o

junto con él, o que acompafra de otro modo al kit.

Terapias combinadas

Ademas de las terapias combinadas descritas anteriormente, los anticuerpos
anti-GITR, por ejemplo, los descritos en la presente, también se pueden usar en
terapia combinada, por ejemplo, para el tratamiento del cancer, como se describe mas
adelante.

En la presente se describen métodos de terapia combinada en donde un
anticuerpo anti-GITR se coadministra con uno o mas agentes adicionales, por ejemplo,
farmacos de pequefias moléculas, anticuerpos o porciones de estos de fijacién al

antigeno, que son efectivos para estimular respuestas inmunitarias para asi mejorar,
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estimular o regular de manera ascendente respuestas inmunitarias en un sujeto. Como
se muestra en los Ejemplos, la administracion de un anticuerpo anti-GITR agonista y
un anticuerpo anti-PD-1 antagonista a ratones presentd un efecto sinérgico en la
inhibicién del crecimiento tumoral.

En general, un anticuerpo anti-GITR, por ejemplo, que se describe en la
presente, se puede combinar con (i) un agonista de una molécula estimuladora (por
ejemplo, coestimuladora) (por ejemplo, receptor o ligando) y/o (ii) un antagonista de
una sefial o molécula inhibidora (por ejemplo, receptor o ligando) en células
inmunitarias, tales como linfocitos T, ambos dan como resultado respuestas
inmunitarias amplificadoras, tales como respuestas de linfocitos T especificos del
antigeno. En algunos aspectos, un agente inmunooncoldgico es (i) un agonista de una
molécula estimuladora (que incluye una coestimuladora) (por ejemplo, receptor o
ligando) o (ii) un antagonista de una molécula inhibidora (que incluye una coinhibidora)
(por ejemplo, receptor o ligando) en células que participan en la inmunidad innata, por
ejemplo, células NK, y en donde el agente inmunooncolégico mejora la inmunidad
innata. Estos agentes inmunooncolégicos frecuentemente se denominan reguladores
del control inmunitario, por ejemplo, inhibidor del control inmunitario o estimulador del
control inmunitario.

En algunas formas de realizacién, un anticuerpo anti-GITR se administra con
un agente que se dirige a una molécula estimuladora o inhibidora que es miembro de
la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF). Por ejemplo, los anticuerpos anti-GITR, tal
como los que se describen en la presente, se pueden administrar a un sujeto con un
agente que se dirige a un miembro de la familia de IgSF para aumentar una respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, un anticuerpo anti-GITR se puede administrar con un agente
que se dirige (o se fija especificamente) a un miembro de la familia B7 de los ligandos
fijados a la membrana que incluye B7-1, B7-2, B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H2
(ICOS-L), B7-H3, B7-H4, B7-H5 (VISTA) y B7-H6 o un receptor coestimulador o
coinhibidor que se fija especificamente a un miembro de la familia B7.

Un anticuerpo anti-GITR también se puede administrar con un agente que se
dirige a un miembro de la familia TNF y TNFR de moléculas (ligandos o receptores),
tales como CD40 y CD40L, OX-40, OX-40L, CD70, CD27L, CD30, CD30L, 4-1BBL,
CD137, TRAIL/Apo2-L, TRAILR1/DR4, TRAILR2/DR5, TRAILR3, TRAILR4, OPG,
RANK, RANKL, TWEAKR/Fn14, TWEAK, BAFFR, EDAR, XEDAR, TACI, APRIL,
BCMA, LTBR, LIGHT, DcR3, HVEM, VEGI/TL1A, TRAMP/DR3, EDA1, EDA2, TNFR1,
Linfotoxina a/TNFB, TNFR2, TNFa, LTBR, Linfotoxina a 12, FAS, FASL, RELT, DR6,
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TROY y NGFR (véase, por ejemplo, Tansey (2009) Drug Discovery Today 00:1).

Las respuestas de linfocitos T se pueden estimular mediante una combinacion
de anticuerpos anti-GITR que se describen en la presente, por ejemplo, 28F3.1gG1 y
28F3.1gG1.1, y uno o mas de los siguientes agentes:

(1) Un antagonista (inhibidor o agente de bloqueo) de una proteina que
inhibe la activacion de linfocitos T (por ejemplo, inhibidores del control
inmunitario), tales como CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 y LAG-3, como
se describié anteriormente, y cualquiera de las siguientes proteinas:
TIM-3, Galectina 9, CEACAM-1, BTLA, CD69, Galectina-1, TIGIT,
CD113, GPR56, VISTA, B7-H3, B7-H4, 2B4, CD48, GARP, PD1H,
LAIR1, TIM-1y TIM-4; y/o

(2) Un agonista de una proteina que estimula la activacion de linfocitos T,
tales como B7-1, B7-2, CD28, 4-1BB (CD137), 4-1BBL, ICOS, ICOS-L,
0X40, OX40L, CD70, CD27, CD40, DR3 y CD28H.

Los agentes ejemplificativos que modulan una de las proteinas anteriores y que
se pueden combinar con anticuerpos anti-GITR agonistas, por ejemplo, los que se
describen en la presente, para tratar el cancer, incluyen: Yervoy™ (ipilimumab) o
Tremelimumab (a CTLA-4), galiximab (a B7.1), BMS-936558 (a PD-1), MK-3475 (a
PD-1), AMP224 (a B7DC), BMS-936559 (a B7-H1), MPDL3280A (a B7-H1), MEDI-570
(a ICOS), AMG557 (a B7H2), MGA271 (a B7H3), IMP321 (a LAG-3), BMS-663513 (a
CD137), PF-05082566 (a CD137), CDX-1127 (a CD27), anti-OX40 (Providence Health
Services), huMAbOX40L (a OX40L), Atacicept (a TACI), CP-870893 (a CDA40),
Lucatumumab (a CD40), Dacetuzumab (a CD40), Muromonab-CD3 (a CD3),
Ipilumumab (a CTLA-4).

Los anticuerpos anti-GITR también se pueden administrar con pidilizumab (CT-
011), a pesar de que su especificidad para la fijacion a PD-1 fue cuestionada.

Otras moléculas que se pueden combinar con anticuerpos anti-GITR agonistas
para el tratamiento del cancer incluyen antagonistas de receptores inhibidores en
células NK o agonistas de los receptores activadores en células NK. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-GITR agonistas se pueden combinar con antagonistas de KIR (por
ejemplo, lirilumab).

La activacion de linfocitos T también se regula mediante citocinas solubles, y
los anticuerpos anti-GITR se pueden administrar al sujeto, por ejemplo, que padece de
cancer, con antagonistas de citocinas que inhiben la activacion de linfocitos T o los

agonistas de citocinas que estimulan la activacion de linfocitos T.
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En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-GITR se pueden usar en
combinacion con (i) antagonistas (o inhibidores o agentes de bloqueo) de proteinas de
la familia de IgSF o la familia de B7 o la familia de TNF que inhiben la activacion de
linfocitos T o los antagonistas de las citocinas que inhiben la activacion de linfocitos T
(por ejemplo, IL-6, IL-10, TGF-B, VEGF; “citocinas inmunosupresoras”) y/o (ii)
agonistas de receptores estimulantes de la familia de IgSF, la familia de B7 o la familia
de TNF o de citocinas que estimulan la activacion de linfocitos T, para estimular una
respuesta inmunitaria, por ejemplo, para tratar enfermedades proliferativas, tales como
el cancer.

Aun otros agentes para terapias combinadas incluyen agentes que inhiben o
reducen macréfagos o monocitos, que incluyen, entre otros, antagonistas CSF-1R,
tales como anticuerpos CSF-1R antagonistas que incluyen RG7155 (WO11/70024,
WO11/107553, WO11/131407, WO13/87699, WO13/119716, WO13/132044) o FPA-
008 (WO11/140249; WO13169264; WO14/036357).

Los anticuerpos anti-GITR también se pueden administrar con agentes que
inhiben la sefalizacion de TGF-pB.

Los agentes adicionales que se pueden combinar con un anticuerpo anti-GITR
incluyen agentes que mejoran la presentacion de antigenos tumorales, por ejemplo,
vacunas de células dendriticas, GM-CSF que segrega vacunas celulares,
oligonucledtidos CpG e imiquimod, o terapias que mejoran la inmunogenicidad de
células tumorales (por ejemplo, antraciclinas).

Aun otras terapias que se pueden combinar con un anticuerpo anti-GITR
incluyen terapias que reducen o bloquean las células Treg, por ejemplo, un agente que
se fija especificamente a CD25.

Otra terapia que se puede combinar con un anticuerpo anti-GITR es una
terapia que inhibe una enzima metabdlica, tal como indoleamina dioxigenasa (IDO),
dioxigenasa, arginasa o sintasa de oxido nitrico.

Otra clase de agentes que se pueden usar con un anticuerpo anti-GITR incluye
agentes que inhiben la formacién de adenosina o inhiben el receptor de adenosina
A2A.

Otras terapias que se pueden combinar con un anticuerpo anti-GITR para tratar
el cancer incluyen terapias que revierten/evitan la anergia o el agotamiento de
linfocitos T, y terapias que activan la activacién inmunitaria innata y/o la inflamacion en
el sitio del tumor.

Un anticuerpo anti-GITR se puede combinar con mas de un agente
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inmunooncoldgico, y se puede, por ejemplo, combinar con un enfoque combinatorio
que se dirige a elementos multiples de la via inmunitaria, tal como uno o mas de los
siguientes: una terapia que mejora la presentacion de antigenos tumorales (por
ejemplo, vacunas de células dendriticas, GM-CSF que segrega vacunas celulares,
oligonucledtidos CpG, imiquimod); una terapia que inhibe la regulacion inmunitaria
negativa, por ejemplo, mediante inhibicion de la via de CTLA-4 y/o PD1/PD-L1/PD-L2
y/o reduccion o bloqueo de Treg u otras células de supresion inmunitarias; una terapia
que estimula la regulacion inmunitaria positiva, por ejemplo, con agonistas que
estimulan la via de CD-137, OX-40 y/o GITR, y/o estimulan la funcion efectora de
linfocitos T; una terapia que aumenta sistematicamente la frecuencia de linfocitos T
antitumorales; una terapia que reduce o inhibe Treg, tales como Treg en el tumor, por
ejemplo, usando un antagonista de CD25 (por ejemplo, daclizumab) o mediante la
reduccion de microesferas anti-CD25 ex vivo; una terapia que tiene un impacto en la
funcién de las células mieloides supresoras en el tumor; una terapia que mejora la
inmunogenicidad de las células tumorales (por ejemplo, antraciclinas); linfocitos T
adoptivos o transferencia de células NK, que incluyen células genéticamente
modificadas, por ejemplo, células modificadas por receptores de antigenos quiméricos
(terapia CAR-T); una terapia que inhibe una enzima metabdlica, tal como indoleamina
dioxigenasa (IDO), dioxigenasa, arginasa o sintasa de oxido nitrico; una terapia que
revierte/evita la anergia o el agotamiento de linfocitos T, y terapias que desencadenan
la activacion inmunitaria innata y/o la inflamacién en el sitio del tumor; la
administracion de citocinas estimuladoras inmunitarias o el bloqueo de citocinas
represoras inmunitarias.

Los anticuerpos anti-GITR agonistas que se describen en la presente se
pueden usar junto con uno O mas agentes agonisticos que ligan receptores
coestimulantes positivos, agentes de bloqueo que atenuan la sefializacion mediante
receptores inhibidores, antagonistas, y uno o mas agentes que aumentan
sistematicamente la frecuencia de linfocitos T antitumorales, agentes que superan
distintas vias supresoras inmunitarias dentro del microentorno tumoral (por ejemplo,
bloqueo del acoplamiento del receptor inhibidor, (por ejemplo, interacciones PD-
L1/PD-1), reduccion o inhibicion de Treg (por ejemplo, usando un anticuerpo anti-
CD25 monoclonal, (por ejemplo, daclizumab) o mediante reduccién de microesferas
anti-CD25 ex vivo), inhiben enzimas metabdlicas, tales como IDO, o revierten/evitan la
anergia o el agotamiento de linfocitos T y agentes que desencadenan la activacion

inmunitaria innata y/o la inflamacién en el sitio del tumor.

161



En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-GITR se administra a un
sujeto junto con un inhibidor BRAF si el sujeto es mutacién BRAF V600 positiva.

En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-GITR que se administra
junto con otro anticuerpo inmunoestimulador es un anticuerpo que se describe en la
presente. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-GITR que se administra
junto con otro anticuerpo inmunoestimulador es un anticuerpo que tiene las secuencias
CDR de 6C8, por ejemplo, un anticuerpo humanizado que tiene las CDR de 6CS8,
como se describid, por ejemplo, en W0O2006/105021; un anticuerpo que comprende
las CDR de un anticuerpo anti-GITR descrito en W02011/028683; un anticuerpo que
comprende las CDR de un anticuerpo anti-GITR descrito en JP2008278814, un
anticuerpo que comprende las CDR de un anticuerpo anti-GITR descrito en
W02015/031667, u otro anticuerpo anti-GITR que se describe o se hace referencia en
la presente.

En la presente se proporcionan meétodos para estimular una respuesta
inmunitaria en un sujeto que comprende administrar al sujeto una molécula anti-GITR
agonista, por ejemplo, un anticuerpo, y uno o mas anticuerpos inmunoestimuladores
adicionales, tales como un anti-PD-1 antagonista, por ejemplo, un anticuerpo
antagonista, un anti-PD-L1 antagonista, por ejemplo, un anticuerpo antagonista, un
anti-CTLA-4 antagonista, por ejemplo, un anticuerpo antagonista y/o un anti-LAG3
antagonista, por ejemplo, un anticuerpo antagonista, de modo que en el sujeto se
estimula un respuesta inmunitaria, por ejemplo para inhibir el crecimiento tumoral o
estimular una respuesta antiviral. En una forma de realizacion, se le administra al
sujeto un anticuerpo anti-GITR agonista y un anticuerpo anti-PD-1 antagonista. En una
forma de realizacion, se le administra al sujeto un anticuerpo anti-GITR agonista y un
anticuerpo anti-PD-L1 antagonista. En una forma de realizacion, se le administra al
sujeto un anticuerpo anti-GITR agonista y un anticuerpo anti-CTLA-4 antagonista. En
una forma de realizacién, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo humano, tal como
un anticuerpo descrito en la presente. De manera alternativa, el anticuerpo anti-GITR
puede ser, por ejemplo, un anticuerpo quimérico o humanizado (por ejemplo,
preparado de un mAb anti-GITR de ratén), tal como los que se describen en la
presente. En una forma de realizacion, al menos un anticuerpo inmunostimulador
adicional (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-1 antagonista, anti-PD-L1 antagonista,
anti-CTLA-4 antagonista y/o anti-LAG3 antagonista) es un anticuerpo humano. De
manera alternativa, al menos un anticuerpo inmunoestimulador adicional puede ser,
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anticuerpo anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-CTLA-4 y/o anti-LAG3 de ratén).

En la presente se proporcionan metodos para tratar una enfermedad
hiperproliferativa (por ejemplo, cancer), que comprenden administrar a un sujeto un
anticuerpo anti-GITR agonista y un anticuerpo PD-1 antagonista. En algunas formas
de realizacion, el anticuerpo anti-GITR se administra en una dosis subterapéutica, el
anticuerpo anti-PD-1 se administra en una dosis subterapéutica, o se administran
ambos en una dosis subterapéutica. Asimismo, en la presente se proporcionan
métodos para alterar un evento adverso asociado al tratamiento de una enfermedad
hiperproliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprenden administrar a un
sujeto un anticuerpo anti-GITR y una dosis subterapéutica del anticuerpo anti-PD-1. En
algunas formas de realizacion, el sujeto es un ser humano. En algunas formas de
realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo monoclonal de secuencia
humana y el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo monoclonal de secuencia humana,
tal como un anticuerpo que comprende las CDR o las regiones variables de 28F3,
19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10
que se describen en la presente (por ejemplo, 28F3.lgG1 o 28F3.lgG1.1) u otro
anticuerpo anti-GITR agonista que se describe en la presente.

Los antagonistas PD-1 adecuados para uso en los métodos que se describen
en la presente, incluyen, entre otros, ligandos, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales y anticuerpos biespecificos) y agentes multivalentes. En una forma de
realizacion, el antagonista PD-1 es una proteina de fusion, por ejemplo, una proteina
de fusion Fc, tal como AMP-244. En una forma de realizacién, el antagonista PD-1 es
un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L1.

Un ejemplo de un anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab (BMS-936558) o un
anticuerpo que comprende las CDR o las regiones variables de uno de los anticuerpos
17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 7D3, 5F4 y 4A11 descritos en WO 2006/121168. En algunas
formas de realizacion, un anticuerpo anti-PD1 es MK-3475 (Lambrolizumab) descrito
en W02012/145493; y AMP-514 descrito en WO 2012/145493. Otros anticuerpos PD-
1 e inhibidores PD-1 conocidos incluyen los descritos en WO 2009/014708, WO
03/099196, WO 2009/114335, WO 2011/066389, WO 2011/161699, WO 2012/145493,
la patente estadounidense N.*® 7,635,757 y 8,217,149, y la publicacion de patente
estadounidense N.° 2009/0317368. Se puede usar cualquiera de los anticuerpos anti-
PD-1 descritos en W02013/173223. Un anticuerpo anti-PD-1 que compite para fijarse
con el mismo epitopo en PD-1 y/o se fija a este como uno de estos anticuerpos,

también se puede usar en tratamientos combinados. Otro enfoque para dirigir el
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receptor PD-1 es la proteina recombinante compuesta por el dominio extracelular de
PD-L2 (B7-DC) fusionado a la porcion Fc de IgG1, denominada AMP-224.

En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 se fijja a PD-1
humano con una Kp de 5 x 10® M o menos, se fija a PD-1 humano con una Kp de 1 x
10® M o menos, se fija a PD-1 humano con una Kp de 5 x 10° M 0 menos, o se fija a
PD-1 humano con una Kp de 1 x 108M a 1 x 10"° M o menos.

En la presente se proporcionan métodos para tratar una enfermedad
hiperproliferativa (por ejemplo, cancer), que comprenden administrar a un sujeto un
anticuerpo anti-GITR agonista y un anticuerpo PD-L1 antagonista. En algunas formas
de realizacion, el anticuerpo anti-GITR se administra en una dosis subterapéutica, el
anticuerpo anti-PD-L1 se administra en una dosis subterapéutica, o se administran
ambos en una dosis subterapéutica. En la presente se proporcionan métodos para
alterar un evento adverso asociado al tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa
con un agente inmunoestimulador, que comprenden administrar a un sujeto un
anticuerpo anti-GITR y una dosis subterapéutica del anticuerpo anti-PD-L1. En algunas
formas de realizacién, el sujeto es un ser humano. En algunas formas de realizacion,
el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal de secuencia humana y el
anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal como un
anticuerpo que comprende las CDR o las regiones variables de 28F3, 19D3, 18E10,
3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 y 6G10 que se
describen en la presente (por ejemplo, 28F3.IgG1 o 28F3.1gG1.1) u otro anticuerpo
anti-GITR agonista que se describe en la presente.

En una forma de realizacion, el anticuerpo anti-PD-L1 es BMS-936559
(denominado 12A4 en WO 2007/005874 y patente estadounidense N.° 7,943,743), o
un anticuerpo que comprende las CDR o regiones variables de 3G10, 12A4, 10A5,
5F8, 10H10, 1B12, 7H1, 11E6, 12B7 y 13G4, que se describen en la publicacion PCT
WO 07/005874 y la patente estadounidense N.° 7,943,743. En algunas formas de
realizacion, un anticuerpo anti-PD-L1 es MEDI4736 también conocido como Anti-B7-
H1), MPDL3280A (también conocido como RG7446), MSB0010718C (W02013/79174)
o rHigM12B7. También se pueden usar cualquiera de los anticuerpos anti-PD-L1
descritos en WO02013/173223, WO02011/066389, WO02012/145493, patente
estadounidense N.° 7,635,757 y 8,217,149 y publicacion estadounidense N.°
2009/145493. Los anticuerpos anti-PD-L1 que compiten con el mismo epitopo y/o se
fijan a este como el de cualquiera de estos anticuerpos también se pueden usar en los

tratamientos combinados.
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En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 se fijja a PD-1
humano con una Ky de 5 x 10® M o menos, se fija a PD-L1 humano con una Kp de 1 x
10® M 0 menos, se fija a PD-L1 humano con una Kp de 5 x 10° M o0 menos, o se fija a
PD-L1 humano con una Kp de 1 x 108M a 1 x 10" M o menos.

En la presente se proporcionan meétodos para tratar una enfermedad
hiperproliferativa (por ejemplo, cancer), que comprenden administrar a un sujeto un
anticuerpo anti-GITR que se describe en la presente y un anticuerpo CTLA-4
antagonista. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-GITR se administra
en una dosis subterapéutica, el anticuerpo anti-CTLA-4 se administra en una dosis
subterapéutica, o se administran ambos en una dosis subterapéutica. En la presente
se proporcionan métodos para alterar un evento adverso asociado al tratamiento de
una enfermedad hiperproliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprenden
administrar a un sujeto un anticuerpo anti-GITR y una dosis subterapéutica del
anticuerpo anti-CTLA-4. En algunas formas de realizacion, el sujeto es un ser humano.
En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-CTLA-4 es un anticuerpo
seleccionado del grupo de: Yervoy™ (ipilimumab o anticuerpo 10D1, descrito en la
publicacion PCT WO 01/14424), tremelimumab (anteriormente ticilimumab, CP-
675,206), monoclonal o un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en cualquiera de las
siguientes publicaciones: WO 98/42752; WO 00/37504; patente estadounidense No.
6.207.156; Hurwitz et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(17):10067-10071;
Camacho et al. (2004) J. Clin. Oncology 22(145): Resumen N.° 2505 (anticuerpo CP-
675206); y Mokyr et al. (1998) Cancer Res. 58:5301-5304. También se pueden usar
cualquiera de los anticuerpos anti-CTLA-4 descritos en W02013/173223.

En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-CTLA-4 se fija a CTLA-4
humano con una Ky de 5 x 10® M o menos, se fija a CTLA-4 humano con una Kp de 1
x 10® M o menos, se fija a CTLA-4 humano con una Kp de 5 x 10° M o menos, o se
fila a CTLA-4 humano con una Kp de 1 x 108Ma 1 x 10 M o menos.

En la presente se proporcionan métodos para tratar una enfermedad
hiperproliferativa (por ejemplo, cancer), que comprenden administrar a un sujeto un
anticuerpo anti-GITR y un anticuerpo anti-LAG-3. En otras formas de realizacion, el
anticuerpo anti-GITR se administra en una dosis subterapéutica, el anticuerpo anti-
LAG-3 se administra en una dosis subterapéutica, o se administran ambos en una
dosis subterapéutica. En la presente se proporcionan métodos para alterar un evento
adverso asociado al tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa con un agente

inmunoestimulador, que comprenden administrar a un sujeto un anticuerpo anti-GITR y
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una dosis subterapéutica del anticuerpo anti-LAG-3. En algunas formas de realizacion,
el sujeto es un ser humano. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-PD-
L1 es un anticuerpo monoclonal de secuencia humana y el anticuerpo anti-GITR es un
anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal como un anticuerpo que comprende
las CDR o las regiones variables de 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8AG,
9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2 o 6G10 que se describen en la presente (por
ejemplo, 28F3.1gG1 o 28F3.IgG1.1) u otro anticuerpo anti-GITR agonista que se
describe en la presente. Los ejemplos de anticuerpos anti-LAG3 incluyen anticuerpos
que comprenden las CDR o regiones variables de anticuerpos 25F7, 26H10, 25E3,
8B7, 11F2 o 17E5, que se describen en la publicacibn de las patentes
estadounidenses N.”® US2011/0150892, WO10/19570 y W02014/008218. En una
forma de realizacién, un anticuerpo anti-LAG-3 es BMS-986016. Otros anticuerpos
anti-LAG-3 reconocidos en el estado de la técnica que se pueden usar incluyen
IMP731 y IMP-321, descritos en US 2011/007023, WO08/132601 y WO09/44273. Los
anticuerpos anti-LAG-3 que compiten con el mismo epitopo y/o se fijan a este como el
de cualquiera de estos anticuerpos también se pueden usar en los tratamientos
combinados.

En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-LAG-3 se fija a LAG-3
humano con una Kp de 5 x 10® M o menos, se fijla a LAG-3 humano con una Kp de 1 x
10® M o0 menos, se fija a LAG-3 humano con una Kp de 5 x 10° M 0 menos, o se fija a
LAG-3 humano con una Kp de 1 x 108Ma 1 x 10"° M o menos.

La administracion de anticuerpos anti-GITR que se describen en la presente y
los antagonistas, por ejemplo, anticuerpos antagonistas, a uno 0 mas antigenos diana
secundarios, tales como LAG-3 y/o CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1, puede mejorar la
respuesta inmunitaria a las células cancerigenas en el paciente. Los tipos de cancer
cuyo crecimiento se puede inhibir mediante los anticuerpos de la presente descripcion
incluyen los tipos de cancer que generalmente responden a la inmunoterapia y
aquellos que no. Algunos ejemplos representativos de tipos de cancer para el
tratamiento con la terapia combinada de la presente descripcion incluyen los tipos de
cancer enumerados en la presente.

En algunas formas de realizacion, la combinacién de anticuerpos terapéuticos
analizada en la presente se puede administrar simultaneamente como una sola
combinacion en un portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico, o
simultdneamente como composiciones separadas con cada anticuerpo en un portador

aceptable desde el punto de vista farmacéutico. En otra forma de realizacién, la
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combinacion de anticuerpos terapéuticos se puede administrar en forma secuencial.
Por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-GITR se pueden
administrar en forma secuencial, por ejemplo, se puede administrar primero un
anticuerpo anti-CTLA-4 y luego un segundo anticuerpo anti-GITR, o se puede
administrar primero un anticuerpo anti-GITR y luego un anticuerpo anti-CTLA-4. De
manera adicional o alternativa, un anticuerpo anti-PD-1 y un anticuerpo anti-GITR se
pueden administrar en forma secuencial, por ejemplo, se puede administrar primero un
anticuerpo anti-PD-1 y luego un anticuerpo anti-GITR, o se puede administrar primero
un anticuerpo anti-GITR y luego un anticuerpo anti-PD-1. De manera adicional o
alternativa, un anticuerpo anti-PD-L1 y un anticuerpo anti-GITR se pueden administrar
en forma secuencial, por ejemplo, se puede administrar primero un anticuerpo anti-PD-
L1 y luego un anticuerpo anti-GITR, o se puede administrar primero un anticuerpo anti-
GITR y luego un anticuerpo anti-PD-L1. De manera adicional o alternativa, un
anticuerpo anti-LAG-3 y un anticuerpo anti-GITR se pueden administrar en forma
secuencial, por ejemplo, se puede administrar primero un anticuerpo anti-LAG-3 y
luego un anticuerpo anti-GITR, o se puede administrar primero un anticuerpo anti-
GITR y luego un anticuerpo anti-LAG-3.

Asimismo, si se administra en forma secuencial mas de una dosis de la terapia
combinada, el orden de la administracién secuencial se puede invertir o mantener en
el mismo orden en cada punto temporal de administraciéon, las administraciones
secuenciales se pueden combinar con administraciones simultaneas, o cualquier
combinacion de estas. Por ejemplo, la primera administracion de un anticuerpo anti-
CTLA-4 y un anticuerpo anti-GITR combinados puede ser simultanea, la segunda
administracion puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CTLA-4 primero y el
anticuerpo anti-GITR segundo, y la tercera administracién puede ser secuencial con el
anticuerpo anti-GITR primero y el anticuerpo anti-CTLA-4 segundo, etc. De manera
adicional o alternativa, la primera administracion de un anticuerpo anti-PD-1 y un
anticuerpo anti-GITR combinados puede ser simultanea, la segunda administracion
puede ser secuencial con un anticuerpo anti-PD-1 primero y anticuerpo anti-GITR
segundo, Yy la tercera administracién puede ser secuencial con el anticuerpo anti-GITR
primero y el anticuerpo anti-PD-1 segundo, etc. De manera adicional o alternativa, la
primera administracion de un anticuerpo anti-PD-L1 y un anticuerpo anti-GITR
combinados puede ser simultanea, la segunda administracion puede ser secuencial
con el anticuerpo anti-PD-L1 primero y el anticuerpo anti-GITR segundo, y la tercera

administracion puede ser secuencial con el anticuerpo anti-GITR primero y el
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anticuerpo anti-PD-L1 segundo, etc. De manera adicional o alternativa, la primera
administracion de un anticuerpo anti-LAG-3 y un anticuerpo anti-GITR combinados
puede ser simultanea, la segunda administracion puede ser secuencial con un
anticuerpo anti-LAG-3 primero y un anticuerpo anti-GITR segundo, y la tercera
administracion puede ser secuencial con un anticuerpo anti-GITR primero y un
anticuerpo anti-LAG-3 segundo, etc. Otro esquema de dosificacién representativo
puede incluir una primera administracién que sea secuencial con un anticuerpo anti-
GITR primero y un anticuerpo anti-CTLA-4 (y/o anticuerpo anti-PD-1 y/o anticuerpo
anti-PD-L1 y/o anticuerpo anti-LAG-3) segundo, y las administraciones posteriores
pueden ser simultaneas.

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncoldgico es un
agonista CD137 (4-1BB), tal como un anticuerpo agonistico CD137. Los anticuerpos
CD137 adecuados incluyen, por ejemplo, urelumab o PF-05082566 (W0O12/32433).

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncoldgico es un
agonista OX40, tal como un anticuerpo OX40 agonistico. Los anticuerpos OX40
adecuados incluyen, por ejemplo, MEDI-6383, MEDI-6469 o MOXR0916 (RG7888;
WO06/029879).

En una forma de realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncolégico es un
agonista CD40, tal como un anticuerpo CD40 agonistico. En algunas formas de
realizacién, el agente inmunooncolégico es un antagonista CD40, tal como un
anticuerpo CD40 antagonistico. Los anticuerpos CD40 adecuados incluyen, por
ejemplo, lucatumumab (HCD122), dacetuzumab (SGN-40), CP-870,893 o Chi Lob 7/4.

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
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agonista CD27, tal como un anticuerpo CD27 agonistico. Los anticuerpos CD27
adecuados incluyen, por ejemplo, varlilumab (CDX-1127).

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncoldgico es
MGA271 (a B7H3) (WO11/109400).

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncolégico, en donde el agente inmunooncolégico es un
antagonista KIR, tal como lirilumab.

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncoldgico es un
antagonista IDO. Los antagonistas IDO adecuados incluyen, por ejemplo, INCB-
024360 (W02006/122150, WOO07/75598, WO08/36653, WO08/36642), indoximod,
NLG-919 (WO09/73620, WO09/1156652, WO11/56652, WO12/142237) o FO01287.

En una forma de realizacion, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncoldgico es un
agonista del receptor tipo Toll, por ejemplo, un agonista TLR2/4 (por ejemplo, Bacillus
Calmette-Guerin); un agonista TLR7 (por ejemplo, Hiltonol o Imiquimod); un agonista
TLR7/8 (por ejemplo, Resiquimod) o un agonista TLR9 (por ejemplo, CpG7909).

En una forma de realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que se puede
beneficiar de la estimulacion del sistema inmunitario, por ejemplo, cancer o una
enfermedad infecciosa, se trata con administracion al sujeto de un anticuerpo anti-
GITR y un agente inmunooncoldgico, en donde el agente inmunooncolégico es un
inhibidor de TGF-$, por ejemplo, GC1008, LY2157299, TEW7197 o IMC-TR1.

En un aspecto, un anticuerpo anti-GITR se administra de manera secuencial
antes de la administracibn de un segundo agente, por ejemplo, un agente
inmunooncolégico. En un aspecto, un anticuerpo anti-GITR se administra de manera

simultdnea a la administracion de un segundo agente, por ejemplo, un agente
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inmunooncoldgico. Aun en otro aspecto, un anticuerpo anti-GITR se administra de
manera secuencial después de la administracion del segundo agente. La
administracion de los dos agentes puede comenzar en periodos de, por ejemplo, 30
minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas,
36 horas, 48 horas, 3 dias, 5 dias, 7 dias, o una 0 mas semanas de diferencia, o la
administracion de un segundo agente puede comenzar, por ejemplo, 30 minutos, 60
minutos, 90 minutos, 120 minutos, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48
horas, 3 dias, 5 dias, 7 dias, o una 0 mas semanas luego de que se haya administrado
el primer agente.

En algunos aspectos, un anticuerpo anti-GITR y un segundo agente, por
ejemplo, un agente inmunooncolégico, se administran de manera simultanea, por
ejemplo, durante un periodo de 30 o 60 minutos, a un paciente. Un anticuerpo anti-
GITR se puede coformular con un segundo agente, por ejemplo, un agente
inmunooncolodgico.

Opcionalmente, un anti-GITR como agente inmunoterapéutico solo, o la
combinacion de un anticuerpo anti-GITR y uno o mas anticuerpos inmunoterapéuticos
(por ejemplo, bloqueo de anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3) se
pueden combinar adicionalmente con un agente inmunogénico, tal como células
cancerigenas, antigenos tumorales purificados (que incluyen proteinas recombinantes,
péptidos y moléculas de carbohidratos), células y células transfectadas con genes que
codifican las citocinas estimuladoras del sistema inmunitario (He et al. (2004) J.
Immunol. 173:4919-28). Los ejemplos de vacunas antitumorales que se pueden usar
incluyen péptidos de antigenos de melanoma, tales como péptidos de gp100,
antigenos MAGE, Trp-2, MART1 y/o tirosinasa, o células tumorales transfectadas para
expresar la citocina GM-CSF (analizada mas adelante). Una activacion de GITR
combinada y uno o mas anticuerpos adicionales (por ejemplo, bloqueo de CTLA-4 y/o
PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3) también se pueden combinar adicionalmente con
tratamientos estandares contra el cancer. Por ejemplo, una activacion de GITR
combinada y uno o mas anticuerpos adicionales (por ejemplo, bloqueo de CTLA-4 y/o
PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3) se pueden combinar de manera eficaz con regimenes
quimioterapéuticos. En estos casos, es posible reducir la dosis de otro reactivo
quimioterapéutico administrado en combinacién con la presente descripcion (Mokyr et
al. (1998) Cancer Research 58: 5301-5304). Un ejemplo de dicha combinacion es una
combinacion de anticuerpo anti-GITR agonista con o sin un anticuerpo adicional, tal

como anticuerpos anti-CTLA-4 y/o anticuerpos anti-PD-1 y/o anticuerpos anti-PD-L1
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y/o anticuerpos anti-LAG-3) combinados adicionalmente con decarbazina para el
tratamiento de melanoma. Otro ejemplo es una combinacion de anticuerpo anti-GITR
con o sin anticuerpos anti-CTLA-4 y/o anticuerpos anti-PD-1 y/o anticuerpos anti-PD-
L1 y/o LAG-3 combinados adicionalmente con interleucina-2 (IL-2) para el tratamiento
de melanoma. Las razones cientificas del uso combinado de la activacion de GITR y el
bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3 con la quimioterapia consisten en
que la muerte celular, que es una consecuencia de la accion citotéxica de la mayoria
de los compuestos quimioterapéuticos, deberia provocar el aumento de los niveles de
antigenos tumorales en la via de presentacion de antigenos. Otras terapias
combinadas que pueden ocasionar sinergia con una activacion de GITR combinada
con o sin bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3 a través de la muerte
celular incluyen radiacién, cirugia o la carencia hormonal. Cada uno de estos
protocolos crea una fuente de antigeno tumoral en el huésped. Los inhibidores de la
angiogénesis también se pueden combinar con una activaciéon de GITR combinada y
un bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3. La inhibicién de la angiogénesis
provoca la muerte de células tumorales, que puede ser una fuente de antigenos
tumorales alimentados hacia las vias de presentacion de antigenos del huésped.

Un anticuerpo anti-GITR agonista como agente inmunoterapéutico unico, o una
combinacion de GITR agonistico y anticuerpos de bloqueo CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1
y/o LAG-3 también se puede usar en combinacién con anticuerpos biespecificos que
dirigen las células efectoras que expresan los receptores Fca o Fcy hacia las células
tumorales (véase, por ejemplo, patente estadounidense N.°° 5.922.845 y 5.837.243).
Los anticuerpos biespecificos se pueden usar para dirigir dos antigenos separados. El
brazo de linfocitos T de estas respuestas se podria aumentar mediante el uso de una
activacion de GITR combinada y un bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-
3.

En otro ejemplo, un anticuerpo anti-GITR agonista como un agente
inmunoterapéutico solo o una combinaciéon de un anticuerpo anti-GITR y un agente
inmunoestimulante adicional, por ejemplo, anticuerpo anti-CTLA-4 y/o anticuerpo anti-
PD-1 y/o anticuerpo anti-PD-L1 y/o agente LAG-3, por ejemplo, anticuerpo, se pueden
usar junto con un anticuerpo antineoplasico, tal como Rituxan® (rituximab), Herceptin®
(trastuzumab), Bexxar® (tositumomab), Zevalin® (ibritumomab), Campath®
(alemtuzumab), Lymphocide® (eprtuzumab), Avastin® (bevacizumab) y Tarceva®
(erlotinib), y similares. A modo de ejemplo y sin pretender limitarse a ninguna teoria, el

tratamiento con un anticuerpo contra el cancer o un anticuerpo contra el cancer
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conjugado con una toxina puede provocar la muerte de células cancerigenas (por
ejemplo, células tumorales) que podrian potenciar una respuesta inmunitaria mediada
por el agente inmunoestimulante, por ejemplo, agente GITR, CTLA-4, PD-1, PD-L1 o
LAG-3, por ejemplo, anticuerpo. En una forma de realizacion de ejemplo, un
tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo, un tumor cancerigeno)
puede incluir un agente contra el cancer, por ejemplo, un anticuerpo, en combinacion
con anti-GITR y, opcionalmente, un agente inmunoestimulante adicional, por ejemplo,
un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, por ejemplo, un
anticuerpo, de manera simultanea o secuencial o en cualquier combinacién de estos,
que pueda potenciar una respuesta inmunitaria antitumoral mediante el huésped.

Los tumores evaden la vigilancia inmunitaria del huésped mediante una gran
variedad de mecanismos. Varios de estos mecanismos pueden debilitarse mediante la
inactivacion de las proteinas expresadas por los tumores y que son inmunosupresoras.
Estas incluyen, entre otras, TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050),
IL-10 (Howard & O'Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200) y ligando Fas
(Hahne et al. (1996) Science 274: 1363-1365). Los anticuerpos a cada una de estas
entidades pueden ademas combinarse con un anticuerpo anti-GITR con o sin un
agente inmunoestimulante adicional, por ejemplo, un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1
y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, tal como un anticuerpo, para contrarrestar los efectos
de los agentes inmunosupresores y favorecer las respuestas inmunitarias
antitumorales mediante el huésped.

Otros agentes, por ejemplo, los anticuerpos, que se pueden usar para activar la
respuesta inmunitaria del huésped, también se pueden usar junto con un anticuerpo
anti-GITR con o sin un agente inmunoestimulate adicional, tal como un anticuerpo anti-
CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3. Estos incluyen moléculas en la
superficie de células dendriticas, que activan la funciéon de DC y la presentacion de
antigenos. Los anticuerpos anti-CD40 (Ridge et al., supra) se pueden usar junto con
un anticuerpo anti-GITR y, opcionalmente, un agente inmunoestimulante adicional, por
ejemplo, un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, por
ejemplo, anticuerpo. Otros anticuerpos activadores de las moléculas coestimuladoras
de linfocitos T (Weinberg et al., supra, Melero et al. supra, Hutloff et al., supra, también
pueden proporcionar mayores niveles de activacion de linfocitos T.

Como se analizd anteriormente, el trasplante de médula 6sea se usa
actualmente para tratar varios tumores de origen hematopoyético. La inmunoterapia
con anti-GITR sola o combinada con bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-
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3 se puede usar para aumentar la eficacia de los linfocitos T especificos de tumor
injertados en el donante.

Varios protocolos de tratamiento experimental incluyen la activacion ex vivo, la
expansion de linfocitos T especificos de antigeno y la transferencia adoptiva de estos
linfocitos a receptores, a fin de estimular los linfocitos T especificos de antigeno contra
el tumor (Greenberg & Riddell, supra). Estos métodos también se pueden usar para
activar las respuestas de los linfocitos T a los agentes infecciosos, tales como CMV.
Se prevé que la activacion ex vivo en presencia de anticuerpos anti-GITR con o sin
una terapia inmunoestimulante adicional, por ejemplo, anticuerpos anti-CTLA-4 y/o
anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, aumenta la frecuencia y la actividad de los
linfocitos T transferidos de manera adoptiva.

En la presente se proporcionan métodos para alterar un evento adverso
asociado al tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo, cancer) con
un agente inmunoestimulador, que comprenden administrar a un sujeto un anticuerpo
anti-GITR con o sin un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-
3, por ejemplo, anticuerpo. Por ejemplo, los métodos descritos en la presente proveen
un método para reducir la incidencia de diarrea o colitis inducida por anticuerpos
terapéuticos mediante la administracién de un esteroide no absorbible al paciente.
Como se usa en la presente, un "esteroide no absorbible" es un glucocorticoide que
muestra un metabolismo amplio en la primera pasada, de modo que después del
metabolismo en el higado, la biodisponibilidad del esteroide sea baja, es decir, de
menos de alrededor de 20 %. En una forma de realizacion descrita en la presente, el
esteroide no absorbible es budesdnida. La budesdnida es un glucocorticoide de accion
local, que es metabolizado en forma rapida, principalmente por el higado, después de
la administracion oral. ENTOCORT EC® (Astra-Zeneca) es una formulacién oral de
budesonida dependiente del pH y del tiempo, desarrollada para optimizar la
administracion del farmaco al ileo y en el colon. ENTOCORT EC® esta aprobado en
los EE. UU. para el tratamiento de la enfermedad de Crohn de leve a moderada que
afecta el ileo y/o el colon ascendente. La dosis oral habitual de ENTOCORT EC® para
el tratamiento de la enfermedad de Crohn es de 6 a 9 mg/dia. ENTOCORT EC® se
libera en los intestinos antes de ser absorbido y retenido en la mucosa intestinal. Una
vez que pasa a través del tejido diana de la mucosa intestinal, ENTOCORT EC® es
ampliamente metabolizado por el sistema de citocromo P450 en el higado con
metabolitos que tienen una actividad de glucocorticoides insignificante. Por lo tanto, la

biodisponibilidad es baja (de alrededor de 10 %). La baja biodisponibilidad de
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budesoénida da como resultado una relacién terapéutica mejorada en comparacion con
otros glucocorticoides que tienen metabolismo de primera pasada menos rapido. La
budesoénida da como resultado menos cantidad de efectos adversos, lo que incluye
una menor inhibicién hipotalamica-hipofisaria, que los corticosteroides de accion
sistematica. Sin embargo, la administracion crénica de ENTOCORT EC® puede dar
como resultado efectos glucocorticoides sistémicos, tales como hipercorticismo e
inhibicidn suprarrenal. Véase PDR 58.% ed. 2004; 608-610.

Aun en otras formas de realizacion, la activacion de GITR con o sin bloqueo de
CTLA4 y/lo PD-1 y/lo PD-L1 y/o LAG-3 (es decir, los anticuerpos terapéuticos
inmunoestimuladores anti-GITR y, opcionalmente, los anticuerpos anti-CTLA-4 y/o
anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3) junto con un esteroide no absorbible se
puede combinar también con un salicilato. Los salicilatos incluyen agentes 5-ASA,
tales como: sulfasalazine (AZULFIDINE®, Pharmacia & UpJohn); olsalazine
(DIPENTUM®, Pharmacia & UpJohn); balsalazide (COLAZAL®, Salix
Pharmaceuticals, Inc.); y mesalamine (ASACOL®, Procter & Gamble Pharmaceuticals;
PENTASA®, Shire US; CANASA®, Axcan Scandipharm, Inc.; ROWASA®, Solvay).

De acuerdo con los métodos descritos en la presente, un salicilato
administrado en combinacion con los anticuerpos anti-GITR con o sin los anticuerpos
anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o LAG-3 y un esteroide no absorbible
puede incluir la administracion secuencial o superpuesta de salicilato y el esteroide no
absorbible, a fin de disminuir la incidencia de colitis inducida por los anticuerpos
inmunoestimuladores. Asi, por ejemplo, los métodos para reducir la incidencia de
colitis inducida por los anticuerpos inmunoestimuladores descritos en la presente
abarcan administrar un salicilato y un esteroide no absorbible de manera simultanea o
secuencial (por ejemplo, se administra un salicilato 6 horas después de un esteroide
no absorbible), o cualquier combinacion de estos. Asimismo, un salicilato y un
esteroide no absorbible se pueden administrar por la misma via (por ejemplo, ambos
se administran de manera oral) o por vias diferentes (por ejemplo, un salicilato se
administra de manera oral y un esteroide no absorbible se administra de manera
rectal), que pueden ser diferentes de las vias usadas para administrar los anticuerpos
anti-GITR y anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3.

Los anticuerpos anti-GITR vy las terapias combinadas con anticuerpos que se
describen en la presente también se pueden usar junto con otras terapias conocidas
seleccionadas para su utilidad especifica contra la indicacién tratada (por ejemplo,

cancer). Las combinaciones de los anticuerpos anti-GITR que se describen en la
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presente se pueden usar de manera secuencial con los agentes conocidos aceptables
desde el punto de vista farmacéutico.

Por ejemplo, los anticuerpos anti-GITR y las terapias combinadas con
anticuerpos que se describen en la presente se pueden usar junto con (por ejemplo,
de manera simultanea o separada) un tratamiento adicional, tal como irradiacion,
quimioterapia (por ejemplo, con camptotecina (CPT-11), 5-fluorouracilo (5-FU),
cisplatina, doxorubicina, irinotecan, paclitaxel, gemcitabine, cisplatina, paclitaxel,
carboplatin-paclitaxel (Taxol), doxorubicina, 5-fu 0 camptotecina + apo2l/TRAIL (a 6X
combo)), uno o mas inhibidores de proteasoma (por ejemplo, bortezomib o MG132),
uno o mas inhibidores de Bcl-2 (por ejemplo, BH3I-2’ (inhibidor de bcl-xl ),inhibidor de
indoleamina dioxigenasa-1 (por ejemplo, INCB24360, indoximod, NLG-919, o
F001287), AT-101 (derivado de R-(-)-gossypol ), ABT-263 (molécula pequefa), GX-15-
070 (obatoclax) o antagonistas de MCL-1 (proteina de diferenciacion celular de
leucemia mieloide-1), antagonistas de iAP (inhibidor de la proteina apoptdsis), por
ejemplo, smac7, smac4, mimética de smac de molécula pequefa, péptidos de smac
sintéticos (véase Fulda et al., Nat Med 2002;8:808-15), 1SIS23722 (LY2181308) o
AEG-35156 (GEM-640)), inhibidores de HDAC (histona desacetilasa), anticuerpos anti-
CD20 (por ejemplo, rituximab), inhibidores de angiogénesis (por ejemplo,
bevacizumab), agentes anti-angiogénicos que se dirigen a VEGF y VEGFR (por
ejemplo, Avastin), triterpenoides sintéticos (véase Hyer et al., Cancer Research
2005;65:4799-808), moduladores de c-FLIP (inhibidor celular proteico de FLICE) (por
ejemplo, ligandos naturales y sintéticos de PPARy (receptor y activado por
proliferadores de peroxisomales), 5809354 o 5569100), inhibidores de quinasa (por
ejemplo, Sorafenib), Trastuzumab, Cetuximab, Temsirolimus, inhibidores de mTOR,
tales como rapamycin y temsirolimus, Bortezomib, inhibidores de JAK2, inhibidores de
HSP90, inhibidores de PI3K-AKT, lenalidomida, inhibidores de GSK3p , inhibidores de
IAP y/o farmacos genotéxicos.

Los anticuerpos anti-GITR vy las terapias combinadas con anticuerpos que se
describen en la presente también se pueden usar junto con uno o mas agentes
citotdxicos antiproliferativos. Las clases de compuestos que se pueden usar como
agentes citotoxicos antiproliferativos incluyen, entre otros, los siguientes:

Agentes alquilantes (que incluyen, entre otros, mostazas de nitrégeno,
derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas y triazenos): mostaza de
uracilo, clormetina, ciclofosfamida (CYTOXANTM) fosfamida, Melphalan, Chlorambucil,

Pipobroman, trietlenmelamina, Trietilentiofosforamina, Busulfan, Carmustine,
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Lomustine, Streptozocin, Dacarbazina y Temozolomide.

Antimetabolitos (que incluyen, entre otros, antagonistas del acido fdlico,
analogos de pirimidina, analogos de purina e inhibidores de adenosina deaminasa):
methotrexate, 5-fluorouracilo, floxuridine, cytarabine, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
fludarabine fosfato, pentostatina y gemcitabine.

Los agentes antiproliferativos adecuados para combinar con anticuerpos anti-
GITR agonistas, entre otros, taxanos, paclitaxel (paclitaxel esta disponible en el
comercio como TAXOL™), docetaxel, discodermolide (DDM), dictyostatin (DCT),
peloruside A, epotilonas, epotilona A, epotilona B, epotilona C, epotilona D, epotilona
E, epotilona F, furanoepotilona D, desoxiepotilona BI, [17]-dehidrodesoxiepotilona B,
[18]dehidrodesoxiepotilonas B, C12,13-ciclopropil-epotilona A, C6-C8 epotilona A en
puente , trans-9,10-dehidroepotiiona D, cis-9,10-dehidroepotilona D, 16-
desmetilepotilona B, epotilona B10, discoderomolide, patupilona (EPO-906), KOS-862,
KOS-1584, ZK-EPO, ABJ-789, XAA296A (discodermolide), TZT-1027 (soblidotin), ILX-
651 (clorhidrato de tasidotina), halichondrin B, mesilato de Eribulin (E-7389),
hemiasterlina (HTI-286), E-7974, criptoficinas , LY-355703, inmunoconjugados de
maitansinoides (DM-1), MKC-1, ABT-751, T1-38067, T-900607, SB-715992 (ispinesib),
SB-743921, MK-0731, STA-5312, eleutherobin, 17beta-acetoxi-2-etoxi-6-oxo-B-homo-
estra-1,3,5(10)-trien-3-ol, ciclostreptina, isolaulimalida, laulimalida, 4-epi-7-dehidroxi-
14,16-didemetil-(+)-discodermolidas y criptotilona 1, ademas de otros agentes
estabilizantes de microtubulina conocidos en el estado de la técnica.

En casos en donde es deseable hacer que las células proliferativas se vuelvan
inactivas de manera anormal junto con o antes del tratamiento con los anticuerpos
anti-GITR que se describen en la presente, hormonas y esteroides (que incluyen
analogos sintéticos), tales como 17a-etinilestradiol, dietilstilbestrol, testosterona,
prednisone, fluoxymesterone, propionato de dromostanolona, testolactona,
megestrolacetato, metilprednisolona, metil-testosterona, prednisolona, triamcinolona,
clorotrianiseno, hidroxiprogesterona, aminoglutetimida, estramustine,
medroxiprogesterona acetato, leuprolide, flutamide, toremifene, ZOLADEX™ también
se pueden administrar al paciente. Al usar los métodos o las composiciones que se
describen en la presente, otros agentes usados en la modulacion del crecimiento del
tumor o la metastasis en un marco clinico, tal como antimiméticos, también se pueden
administrar segun se desea.

Los métodos para la administracion segura y eficaz de los agentes

quimioterapéuticos son conocidos por las personas del oficio de nivel medio. Ademas,
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su administracion se describe en la literatura estandar. Por ejemplo, la administracion
de muchos agentes quimioterapéuticos se describe en Physicians' Desk Reference
(PDR), por ejemplo, edicién 1996 (Medical Economics Company, Montvale, N.J.
07645-1742, USA); cuya descripcion se incorpora en la presente por referencia.

Los agentes quimioterapéuticos y/o la terapia de radiacion se pueden
administrar de acuerdo con los protocolos terapéuticos conocidos en el estado de la
técnica. Sera evidente para las personas del oficio de nivel medio que la
administracion de los agentes quimioterapéuticos y/o la terapia de radiacion pueden
variar segun la enfermedad tratada y los efectos conocidos de los agentes
quimioterapéuticos y/o la terapia de radiacion en esa enfermedad. Asimismo, de
acuerdo con el conocimiento del médico experto, los protocolos terapéuticos (por
ejemplo, las cantidades de dosis y los tiempos de administracién) se pueden modificar
en vista de los efectos observados de los agentes terapéuticos administrados en el
paciente, y en vista de las respuestas observadas de la enfermedad a los agentes
terapéuticos administrados.

FORMAS DE REALIZACION DE EJEMPLO
1. Un anticuerpo aislado, o una porcion de fijaciéon al antigeno de este, que se fija
al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) humano y muestra las
siguientes propiedades:

(a) se fija a GITR humano soluble;

(b) se fija a GITR humano unido a la membrana;

(c) se fija a GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana;

(d) induce o mejora la activacion de linfocitos T;

(e) inhibe la fijacién del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR;

(f) inhibe parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a GITR en
linfocitos T activados;

(9) se fija a un epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ ID NO:
4);

(h) se fija a GITR humano no glucosilado y glucosilado ligado a N y ligado a O;

(i) tiene actividad agonista en ausencia de fijacion a un receptor Fc, pero en
donde la fijacién a un receptor Fc también mejora la actividad agonista; y

(i) compite en cualquier direccién o en ambas direcciones, para fijarse a GITR
humano, con uno o mas de los anticuerpos 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1,
9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y 6G10.

2. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
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forma de realizacion 1, en donde el anticuerpo estimula una respuesta inmunitaria
antitumoral.

3. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 1 o 2, en donde el anticuerpo estimula una respuesta de linfocitos
T especificos del antigeno.

4, El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo aumenta la
produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR.

5. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo aumenta la
proliferacion de linfocitos T.

6. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo no se fija a
receptores Fc.

7. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-5, en donde el anticuerpo se fija a uno o mas
FcyR activadores.

8. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo se fija a
GITR humano soluble con una Kp de 10 nM o menos, segun la medicion mediante
Biacore.

9. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo se fija a
GITR humano unido a la membrana con una Kp de 1 nM o menos, segun la medicion
mediante Scatchard.

10. El anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo se fija a
GITR humano unido a la membrana con un ECsy de 1 nM 0 menos, segun la medicion
mediante FACS.

11. El anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo se fija a
GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana con un ECsy de 10 nM o menos,
segun la medicion mediante FACS.

12. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo induce o
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mejora la activacion de linfocitos T sin requerir reticulacion multivalente.
13. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde el anticuerpo inhibe la
fijacion del ligando GITR a GITR con un ECsy de 1 ug/ml o menos, segun medicion de
FACS.
14. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde el anticuerpo se fija a
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218) de
GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4).
15. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcién de fijacién al antigeno de
este, que se fija especificamente al receptor de TNF inducible por glucocorticoides
(GITR), y que comprende las tres CDR de la cadena pesada variable y las tres CDR
de la cadena liviana variable, que se encuentran en los pares de la cadena pesada
variable y la cadena liviana variable, seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 13y 14;

(b) SEQ ID NO: 26 y 27,

(c) SEQ ID NO: 39y 40;

(d) SEQ ID NO: 52y 53;

(e) SEQ ID NO: 52y 54;

(f)SEQID NO: 71y 72;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98;

(i) SEQ ID NO: 97 y 99;

(j) SEQ ID NO: 115y 116;

(k) SEQ ID NO: 128 y 129;

() SEQ ID NO: 128 y 130; y

(m) SEQ ID NO: 335y 336.
16. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de fijacion al antigeno de
este, que se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) que
comprende:

(a) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 20, 21 y 22, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente;

(b) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
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cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente;

(c) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 46, 47 y 48, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente;

(d) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente;

(e) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 68, 69 y 70, respectivamente;

(f) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 81, 82 y 83, respectivamente;

(g) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 94, 95 y 96, respectivamente;

(h) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 109, 110 y 111, respectivamente;

(i) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente;

(j) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 122, 123 y 124, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 125, 126 y 127, respectivamente;

(k) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 141, 142 y 143, respectivamente;

(I) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 144, 145 y 146, respectivamente; o

(m) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 342, 343 y 344, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 345, 346 y 347, respectivamente.

17. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
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forma de realizacién 16, en donde el anticuerpo comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 20, 21 y 22,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente.
18. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 16, en donde el anticuerpo comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 33, 34 y 35,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente.
19. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 16, en donde el anticuerpo comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente.
20. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de fijacién al antigeno de
este, que se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) y comprende
regiones variables de la cadena liviana y pesada, en donde la region variable de la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335.
21. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de fijacién al antigeno de
este, que se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) y comprende
regiones variables de la cadena liviana y pesada, en donde la region variable de la
cadena liviana comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 14, 27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336.
22. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porciéon de fijacion al antigeno de
este, que se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) y comprende
secuencias de regiones variables de la cadena liviana y pesada al menos 85 %
idénticas a las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 39y 40, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 52 y 53, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 52 y 54, respectivamente;
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(f) SEQ ID NO: 71y 72, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98, respectivamente;

(i) SEQ ID NO: 97 y 99, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 115y 116, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 128 y 129, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 128 y 130, respectivamente; y

(m) SEQ ID NO: 335 y 336, respectivamente.
23. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 22, en donde las regiones variables de la cadena liviana y pesada
comprenden una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a las regiones
variables de la cadena liviana y pesada seleccionadas del grupo que consiste en (a)-
(m).
24. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 23, en donde la regién variable de la cadena liviana y pesada
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a las regiones
variables de la cadena liviana y pesada seleccionadas del grupo que consiste en (a)-
(m).
25. El anticuerpo, o una porcidn de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 24, en donde la regién variable de la cadena pesada y liviana
comprende las regiones variables de la cadena pesada vy liviana seleccionadas del
grupo que consiste en (a)-(m).
26. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 25, en donde el anticuerpo comprende una region variable de la
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 13 y una region variable de la cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 14.
27. El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 25, en donde el anticuerpo comprende una region variable de la
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 26 y una region variable de la cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 27.
28. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 25, en donde el anticuerpo comprende una regién variable de la

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
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NO: 39 y/o una region variable de la cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 40.
29. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de fijacién al antigeno de
este, que se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) y comprende
secuencias de la cadena liviana o pesada al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % 0 99 % idénticas a las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo
que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 17 y 19, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 18 y 19, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 28 y 29, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 30 y 32, respectivamente;

(f) SEQ ID NO: 31y 32, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 41 y 42, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 43 y 45, respectivamente;

(i) SEQ ID NO: 44 y 45, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 55 y 56, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 55 y 57, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 58 y 60, respectivamente;

(m) SEQ ID NO: 59y 60, respectivamente;

(n) SEQ ID NO: 58 y 61, respectivamente;

(o) SEQ ID NO: 59 y 61, respectivamente;

(p) SEQ ID NO: 73 y 74, respectivamente;

(q) SEQ ID NO: 75y 77, respectivamente;

(r) SEQ ID NO: 76 y 77, respectivamente;

(s) SEQ ID NO: 86 y 87, respectivamente;

(t) SEQ ID NO: 88 y 90, respectivamente;

(u) SEQ ID NO: 89y 90, respectivamente;

(v) SEQ ID NO: 102 y 104, respectivamente;

(w) SEQ ID NO: 103 y 104, respectivamente;

(x) SEQ ID NO: 100 y 101, respectivamente;

(y) SEQ ID NO: 100y 371, respectivamente;

(z) SEQ ID NO: 102 y 105, respectivamente;

(za) SEQ ID NO: 103 y 105, respectivamente;

(zb) SEQ ID NO: 117 y 118, respectivamente;
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(zc) SEQ ID NO: 119 y 121, respectivamente;

(zd) SEQ ID NO: 120 y 121, respectivamente;

(ze) SEQ ID NO: 131y 132, respectivamente;

(zf) SEQ ID NO: 134 y 136, respectivamente;

(zg) SEQ ID NO: 135y 136, respectivamente;

(zh) SEQ ID NO: 131y 133, respectivamente;

(zi) SEQ ID NO: 134 y 137, respectivamente;

(zj) SEQ ID NO: 135y 137, respectivamente;

(zk) SEQ ID NO: 337 y 338, respectivamente;

(zl) SEQ ID NO: 339 y 341, respectivamente; y

(zm) SEQ ID NO: 340 y 341, respectivamente.
30. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 29, en donde las cadenas pesadas y livianas comprenden las
cadenas pesadas y livianas seleccionadas del grupo que consiste en (a)-(zm).
31. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacién 30, en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 17 y una
cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 19.
32. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 30, en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 18 y una
cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 19.
33. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcidon de fijacion al antigeno de
este, que (a) se fija al mismo epitopo en GITR que en el anticuerpo de acuerdo con la
forma de realizacion 25, y (b) inhibe la fijacion del anticuerpo de acuerdo con la forma
de realizacién 25 a GITR en linfocitos T activados al menos un 90 % segun mediciones
mediante FACS.
34. el anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 15-33, en donde el anticuerpo se fija a
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218) de
GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4).
35. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacién 15-34, en donde el anticuerpo se fija a GITR
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humano y de Macaca fascicularis.

36. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacidn anteriores, en donde el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, IgG3, IgG4 o una variante de estas.
37. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacién 36, en donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG1.

38. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacién 36, en donde el anticuerpo comprende un Fc de IgG1 no efector.
39. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
forma de realizacion 38, en donde el anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno
de este, comprende un Fc de IgG1 no efector que comprende las siguientes
mutaciones: L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.

40. El anticuerpo de acuerdo con la forma de realizacién 36, en donde el
anticuerpo, o una porcioén de fijacién al antigeno de este, comprende un Fc con fijacién
mejorada a un FcyR activador.

41. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde los residuos de metionina
en las regiones CDR se sustituyen por residuos de aminoacidos que no se someten a
oxidacion.

42. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 15-41, en donde el anticuerpo, o una porcion
de fijacion al antigeno de este, es un anticuerpo humano o humanizado.

43. Una molécula biespecifica que comprende el anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores ligado a una molécula que tiene una
segunda especificidad de fijacion.

44. Un acido nucleico que codifica la region variable de la cadena pesada y/o
liviana del anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-42.

45. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de
acuerdo con la forma de realizacion 44.

46. Una célula transformada con un vector de expresion de acuerdo con la forma
de realizacion 45.

47. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de acuerdo con cualquiera
de las formas de realizacién 1-42 ligado a un agente.

48. Una composicién que comprende el anticuerpo, o una porcion de fijaciéon al
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antigeno de este, una molécula biespecifica 0 un inmunoconjugado, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47, y un portador.

49. Un kit que comprende el anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de
este, o una molécula biespecifica 0 inmunoconjugado de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion 1-43 y 47 e instrucciones de uso.

50. Un método para preparar un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de fijacién al
antigeno de este, que comprende expresar el anticuerpo, o una porcién de fijacion al
antigeno de este, en la célula de acuerdo con la forma de realizacién 46 y aislar el
anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de la célula.

51. Un método para estimular una respuesta de linfocitos T especificos del
antigeno que comprende poner en contacto el linfocito T con el anticuerpo, o una
porcion de fijacion al antigeno de este, una molécula biespecifica o un
inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47
de modo que la respuesta de linfocitos T especificos del antigeno se estimule.

52. Un método para activar o coestimular un linfocito T efector, que comprende
poner en contacto un linfocito T efector con un anticuerpo anti-GITR, o una porcién de
fijacidn al antigeno de este, una molécula biespecifica o un inmunoconjugado, de
acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47 y CD3, en donde el
linfocito T efector se activa o coestimula.

53. Un método para aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en un linfocito T que
comprende poner en contacto el linfocito T con una cantidad eficaz del anticuerpo, o
una porcion de fijaciébn al antigeno de este, una molécula bioespecifica o un
inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47.
54. Un método para aumentar la proliferacion de linfocitos T que comprende poner
en contacto el linfocito con una cantidad eficaz del anticuerpo, o una porcién de fijacion
al antigeno de este, una molécula biespecifica o un inmunoconjugado, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47.

55. Un método para aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T en un
sujeto, que comprende administrar una cantidad eficaz del anticuerpo, o una porcion
de fijacién al antigeno de este, una molécula biespecifica o un inmunoconjugado, de
acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47, para aumentar la
produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T.

56. Un método para reducir o disminuir la cantidad de linfocitos T reguladores en
un tumor de un sujeto que lo necesita, que comprende administrar una cantidad eficaz

de un anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, una molécula
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biespecifica o un inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las formas de
realizacion 1-43 y 47, en donde el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de
este, tiene una funcion efectora o efectora mejorada, para reducir la cantidad de
linfocitos T reguladores en el tumor.

57. Un método para estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto, que
comprende administrar a un sujeto el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno
de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion 1-43 y 47, de manera que se estimule una respuesta
inmunitaria en el sujeto.

58. El método de acuerdo con la forma de realizaciéon 57, en donde el sujeto tiene
un tumor, y se estimula una respuesta inmunitaria contra el tumor.

59. Un método para inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, que
comprende administrarle al sujeto el anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno
de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacién 1-43 y 47, de manera que se inhiba el crecimiento tumoral en
el sujeto.

60. Un método para tratar el cancer que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, o una porcion de fijacion
al antigeno de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-43 y 47, para tratar el cancer.

61. El método de acuerdo con la forma de realizacion 60, en donde el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
utero/cuello uterino, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer testicular, cancer de
esofago, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de
colon, cancer de riiidn, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmodn, cancer de
estomago, cancer de células germinales, cancer 6seo, cancer de higado, cancer de
tiroides, cancer de piel, neoplasma del sistema nervioso central, linfoma, leucemia,
mieloma, sarcoma y cancer relacionado con virus.

62. El método de acuerdo con las formas de realizacion 60 o 61, en donde el
cancer es un cancer metastasico, cancer refractario o cancer recurrente.

63. El método de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 56-62, que
también comprende administrar uno o mas tratamientos adicionales.

64. El método de acuerdo con la forma de realizacion 63, en donde el tratamiento
adicional es un anticuerpo anti-PD1, un anticuerpo LAG-3, un anticuerpo CTLA-4 o un

anticuerpo PD-L1.
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65. Un método para detectar la presencia del receptor TNF inducible por
glucocorticoides (GITR) en una muestra que comprende poner en contacto la muestra
con el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion 1-42, en condiciones que permiten la
formacion de un complejo entre el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de
este, y GITR, y detectar la formacion de un complejo.

66. Un anticuerpo anti-GITR aislado que comprende una regién constante de la
cadena pesada modificada que comprende una bisagra de IgG2 y al menos uno de
CH1, CH2 y CH3 que no es un isotipo 1gG2, en donde el anticuerpo anti-GITR tiene
actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo anti-GITR pero con una
bisagra de no IgG2.

67. El anticuerpo anti-GITR aislado de acuerdo con la forma de realizacion 66, en
donde la region constante de la cadena pesada modificada comprende una region
constante de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 223-226 y 283-290, o una region
constante de la cadena pesada que difiere de aquella en, como maximo, 5
aminoacidos o es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 223-226 y 283-290.

68. El anticuerpo anti-GITR aislado de acuerdo con la forma de realizacion 67, en
donde la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43, 44, 55, 58, 59, 73,
75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135, 227-275, 337, 339,
340, 348-352, 361 y 362, o una cadena pesada que difiere de aquella en, como
maximo, 10 aminoacidos o es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43, 44, 55, 58,
59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135, 227-275, 337,
339, 340, 348-352, 361y 362.

La presente descripcion también se ilustra mediante los siguientes ejemplos,
que no deben interpretarse como limitantes. El contenido de todas las figuras y todas
las referencias, secuencias de Genbank, patentes y solicitudes de patentes publicadas
citadas en la presente solicitud se incorporan expresamente en la presente como
referencia. En particular, las descripciones de las publicaciones PCT WO 09/045957,
WO 09/073533, WO 09/073546, WO 09/054863 y PCT/US2013/072918, y de la
solicitud de patente estadounidense N.° 2011/0150892 se incorporan expresamente en

la presente como referencia.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Generacion de diferentes anticuerpos anti-GITR

Los anticuerpos monoclonales anti-GITR humanos se generaron en las cepas
Hco7, Hco27, Hco20, Hco12, Hco17 y Hc2 de ratones transgénicos HuMAb®
(“HUMADb” es una marca registrada de Medarex, Inc., Princeton, Nueva Jersey) y
ratones KM (la cepa KM Mouse® contiene el transcromosoma SC20 como descrito en
la publicacion PCT WO 02/43478). Los ratones HuMAb y KM HC2/KCo27 se
generaron como se describe en las patentes estadounidenses N.”° 5.770.429 y
5.545.806, cuyas descripciones se incorporan en su totalidad en la presente por
referencia.

Un total de 94 ratones, incluso 7 genotipos de ratones transgénicos (KM, Hco7,
Hco27, Hco20, Hco12, Hco17 y Hc2), se inmunizaron mediante diferentes estrategias
de inmunizacion (diferente antigeno, diferente dosis, duracion, vias de administracion
(en almohadillas plantares (fp), vias intraperitoneal (ip) y subcutanea (sc), y adyuvante
(CFA/IFA, Ribi y anticuerpos), etc). Se realizaron y se analizaron 36 fusiones de 54
ratones. Se identificaron 157 anticuerpos de estas 36 fusiones, y la caracterizacion
adicional produjo el aislamiento de anticuerpos de interés particular, que incluyen los
anticuerpos designados como 28F3, 19D3, 18E10, 3C3, 2G6, 8A6, 9G7, 14E3, 19H8 y
6G10.

La secuenciacién de cADN identificé una cadena pesada y una liviana en cada
uno de los anticuerpos 28F3, 19D3, 18D10, 2G6, 8A6, 14E3 y 6G10, y una cadena
pesada y dos cadenas livianas (cadena liviana 1 o “L1” y cadena liviana 2 o “L2”) en
cada uno de los anticuerpos 3C3, 9G7 y 19H8. Mediante andlisis de proteinas, se
identificé una cadena liviana simple en los anticuerpos 3C3 y 9G7, y la secuenciacién
del terminal N y la determinacion del peso molecular indicaron que era la cadena
liviana L1 en 3C3 y la cadena liviana L2 en 9G7. Con respecto al anticuerpo 19H8, el
93 % de los anticuerpos expresados por el hibridoma contenian cadena liviana L1,y 3
% contenian cadena liviana L2. Los anticuerpos 3C3-1 y 3C3-2 corresponden al
anticuerpo 3C3 con una cadena liviana L1 y L2, respectivamente. Los anticuerpos
9G7-1 y 9G7-2 corresponden al anticuerpo 9G73 con una cadena liviana L1 y L2,
respectivamente. Los anticuerpos 19H8-1 y 19H8-2 corresponden al anticuerpo 19H8
con una cadena liviana L1y L2, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y de
nucleotidos de cada una de las cadenas livianas de los 3 anticuerpos se proporcionan
en la Tabla 11.

Las secuencias de aminoacidos de la regién variable y el isotipo de los
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anticuerpos 28F3, 19D3, 18E10, 3C3 (3C3-1 y 3C3-2), 2G6, 8A6, 9G7 (9G7-1 y 9G7-
2), 14E3, 19H8 (19H8-1 y 19H8-2) y 6G10 se describen en las Figuras 2-31. Las
secuencias de aminoacidos y de nucledtidos de las cadenas livianas y pesadas de
cada anticuerpo se proporcionan en la Tabla 11. Las cadenas pesadas vy livianas de
28F3 comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 15 y 16. Las cadenas
pesadas vy livianas de 19D3 comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO:
28 y 29. Las cadenas pesadas y livianas de 18E10 comprenden las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 41 y 42. Las cadenas pesadas y livianas de 3C3
comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 55 y 56. Las cadenas
pesadas y livianas de 2G6 comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO:
73 y 74. Las cadenas pesadas y livianas de 8A6 comprenden las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 86 y 87. Las cadenas pesadas y livianas de 9G7
comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 100 y 101. Las cadenas
pesadas vy livianas de 14E3 comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO:
117 y 118. Las cadenas pesadas y livianas de 19H8-1 comprenden las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 131 y 132. Las cadenas pesadas y livianas de 19H8-2
comprenden las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 131 y 133. Las cadenas
pesadas y livianas de 6G10 comprenden las secuencias de aminoacidos 337 y 338.
Las secuencias de nucleétidos que codifican estas proteinas se proporcionan en la
Tabla 11.

Ejemplo 2: Fijacion de anticuerpos anti-GITR a linfocitos T humanos y de Macaca
fascicularis activados

Los anticuerpos monoclonales humanos anti-GITR que se generaron en el
Ejemplo 1 se evaluaron para determinar la fijacion a linfocitos T humanos y de Macaca
fascicularis activados que expresan GITR en sus superficies.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de ser
humano o Macaca fascicularis se activaron con anticuerpo anti-CD3 recubierto en
placa (Clon: UCHT1 para la activaciéon de linfocitos T humanos; Clon: SP34 para la
activacion de linfocitos T de Macaca fascicularis; ambos de BD Biosciences) y
anticuerpo anti-CD28 soluble (Clon: CD28.2 para ser humano y Macaca fascicularis,
BD Biosciences) durante 4 dias (humano) o 5 dias (Macaca fascicularis). Las células
se evaluaron para determinar la fijacion a mAb GITR en un ensayo basado en la
separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) usando un anticuerpo IgG

antihumana conjugado con ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch). Las muestras
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se analizaron en un citometro de flujo BD FACS Canto.

Los anticuerpos anti-GITR 3C3, 19D3, 18E10 y 28F3 se fijaron tanto a linfocitos
T humanos como de Macaca fascicularis. Como se muestra en la Figura 32, los
anticuerpos 3C3, 19D3, 18E10 y 28F3 se fijaron firmemente a linfocitos T humanos
activados, como se refleja en los valores EC50 de 0,04916 nM, 0,3633 nM, 0,1461 nM
y 0,1916 nM, respectivamente. De manera similar, los anticuerpos 18E10 y 28F3 se
fijaron a linfocitos T de Macaca fascicularis activados, con valores EC50 para 18E10 y
28F3 de 0,9134 nM y 1,044 nM, respectivamente (Figura 33). 3C3 no se fij6 de

manera considerable a linfocitos T de Macaca fascicularis.

Ejemplo 3: Fijacion de anticuerpos anti-GITR a GITR soluble

La fijacion de anticuerpos anti-GITR a GITR soluble se determiné mediante
Biacore. Los anticuerpos anti-GITR se capturaron en chips recubiertos de kappa
humano (~5KRUs; Southernbiotech cat#2060-01) y GITR humano recombinante
(rHGITR/Fc: R&D systems, CAT#689-GR) se hizo fluir a través del chip en
concentraciones de 500 nM, 250 nM, 125 nM, 62 nM y 31 nM. La concentracion de
captura del mAb/volumen fue de 2-40 pg/ml (5 ul a 10 pl/min). El tiempo de asociacion
del antigeno fue de 5 minutos a 15 pl/min, el tiempo de disociacion del antigeno fue de
6 minutos, y la regeneracion se realizé con 50 mM de HCI/50 mM de NaOH (12 ul
cada uno a 100 pl/min). Los resultados obtenidos con 28F3 y varios otros anticuerpos

anti-GITR se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Kon (ka), Koff (kd) y Kp de anticuerpos antiGITR

Antigeno GITR humano (captura anti-Kappa del anticuerpo)
GITR-mab ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)

2G6 1.23E+05 1.47E-03 1.20E-08

3C3 subclon 1 4.14E+05 5.52E-03 1.33E-08
18E10 1.82E+05 2.41E-03 1.33E-08
3C3 subclon 2 4.30E+05 6.20E-03 1.44E-08
28F3 3.97E+05 5.89E-03 1.48E-08
19D3 2.76E+05 4.50E-03 1.63E-08
9G7 2.14E+05 7.48E-03 3.50E-08
6G10 3.83E+05 7.15E-04 1.87E-09

Los resultados indican que los anticuerpos anti-GITR se fijan a GITR soluble
con una Kp que varia de 1,2 10® a 3,5 10°M. Se proporcionan datos para 2 subclones
de 3C3, con una Ky que varia de 1,33 10%a 1,44 10°M.

En un experimento en Biacore separado, se determinaron las caracteristicas de
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fijacion de los anticuerpos que tienen regiones variables de 28F3 con tres regiones
constantes diferentes. El primer anticuerpo 28F3 tiene una region constante de 1gG1
de tipo silvestre (“g1f’, también denominada “g1” o “IgG1” o “IgG1f’; en donde la
cadena pesada tiene SEQ ID NO: 17 y la cadena liviana tiene SEQ ID NO: 19). El
sufijo “f” se refiere al alotipo. El segundo anticuerpo tiene una regién constante de
IgG1 no efectora con tres mutaciones en la region Fc (“g1.1f", también denominada
“91.1”, “lgG1.1” y “IgG1.1f", que tiene L234A, L235E, G237A; en donde la cadena
pesada tiene SEQ ID NO: 18 y la cadena liviana tiene SEQ ID NO: 19); y el tercer
anticuerpo 28F 3 tiene una region constante de IgG1 que tiene una mutacion N297A.

El experimento Biacore se realizd como se describié anteriormente, excepto
que los chips se recubrieron con anti-CH1 (Invitrogen Ref# 054500). Los resultados,
que se muestran en la Tabla 6, indican que los tres anticuerpos tienen caracteristicas

de fijacién similares, con una Kp que varia de 3,93 x 10° M a 4,39 x 10® M.

Tabla 6: Caracteristicas cinéticas de 28F3 con varios Fc

Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Concentracion
funcional
28F3-g1f 8.85E+4 3.88 E-3 4.39 E-8 100%
28F3-1gG1.1 9.09 E+4 3.58 E-3 3.93 E-8 100%
28F3-N297A 7.88 E+4 3.36 E-3 4.26 E-8 100%

Ejemplo 4: Afinidad de fijacion de anticuerpos anti-GITR a linfocitos T humanos
activados y células 3A9-huGITR

La fijacion de anticuerpos anti-GITR a GITR en linfocitos T humanos activados
y linea celular hibridoma 3A9 de linfocitos T de ratén que expresan ectépicamente
GITR humano (3A9-hGITR) se determiné mediante analisis de Scatchard. Este ensayo
se realizé con 28F3.1gG1.1 (SEQ ID NO: 18 como cadena pesada y SEQ ID NO: 19
como cadena liviana) a 4,59 mg/ml.

El andlisis de Scatchard en linfocitos T humanos activados se realizé como se
describe a continuacion. Los linfocitos T obtenidos de un donante humano se lavaron
una vez con medio de cultivo (RPMI con 10 % de FBS, 2 mM de L-glutamina, piruvato
de sodio, 2-mercaptoetanol) y se volvieron a suspender en el mismo medio de cultivo
enriquecido con 1 pg/ml de anti-CD28 (CD28.2, BD#555725) y 100U/ml de IL-2
(Peprotech#200-02) a 10° células/ml. Se colocaron 5x10° células en forma individual
en tres cavidades de una placa de 6 cavidades que se recubrié con 20 ug de anti-CD3
(5 ml, 4 pg/ml, durante la noche a 4 °C; UCHT-1, BD#555329). Las células se
incubaron durante 3 dias a 37 °C, y la mitad de esas células se uso para el analisis de
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Scatchard (analisis del “dia 3”). El medio vacio de la otra mitad se reemplaz6 con 5 ml
de medio nuevo, las células se incubaron durante un dia mas y luego se usaron para
un analisis de Scatchard (analisis del “dia 4”) con estas células.

Para el analisis de Scatchard, 28F3.IgG1.1 se radioiodinizé con '®°I-Na (Perkin
Elmer # NEZ0O33HO01MC (1mCi) usando el reactivo de iodinizacion de fase solida
IODO-GEN® (1,3,4,6-tetracloro-3a-6a-difenilglicourilo; Pierce #28601). El exceso de
yoduro se retiré usando una columna de desalado (Pierce #43243). Las fracciones de
anticuerpo etiquetado se recolectaron y se analizaron para determinar su radiactividad
en un contador gama Wizard 1470 (Perkin-Elmer). Se calculé la concentracion de '%°I-
28F3.1gG1.1 en cada fraccién con el fluorémetro Qubit™ de Invitrogen. La radiopureza
se estableci6 mediante cromatografia de capa delgada de la proteina pico y las
fracciones radiactivas (Pinestar Technology #151-005).

La fijacion de 28F3.1gG1.1 radioiodinizado a linfocitos T humanos activados se
demostré mediante la incubacion de los linfocitos T humanos activados con una
titulacion de '®°1-28F3.1gG1.1. La fijacion no especifica se determind mediante la
fijacion en presencia de una titulacién de un exceso molar de anticuerpo no etiquetado
de 100 veces y se sustrajo del CPM total para calcular la fijacion especifica. Se uso
una curva estandar lineal de la concentracion de 'I-28F3.1gG1.1 con respecto a CPM
para extrapolar nM maximo de '®I-28F3.IgG1.1 unido v, asi, calcular la cantidad de
receptores por célula. La cantidad de moléculas GITR humanas por linfocito T CD4+
humano estimulado en el dia 3 fue de alrededor de 8400 y, en el dia 4, de alrededor
de 13.200. Los resultados del analisis de Scatchard indican que 28F3.19G1.1 se fija en
forma especifica a linfocitos T CD4+ humanos estimulados durante 3 dias con una Kp
de 0,7 nM y a linfocitos T CD4+ humanos estimulados durante 4 dias con una Kp de
0,87 nM.

La fijacion de 28F3.1gG1.1 radioiodinizado a células 3A9-huGITR se demostro
mediante la incubacién de las células 3A9-huGITR con una titulacion de '*°I-
28F3.1gG1.1. La fijacién no especifica se determind mediante la fijacién en presencia
de una titulacion de un exceso molar de anticuerpo no etiquetado de 100 veces y se
sustrajo del CPM total para calcular la fijacion especifica. Se us6 una curva estandar
lineal de la concentracion de '1-28F3.1gG1.1 con respecto a CPM para extrapolar nM
maximo de '*°-28F3 IgG1.1 unido y, asi, calcular la cantidad de receptores por célula.
La cantidad de moléculas GITR humanas por célula 3A9-huGITR fue de alrededor de
180.000. Los resultados del analisis de Scatchard indican que 28F3.1gG1.1 se fija en

forma especifica a células 3A9-huGITR con una Ky de 0,5 nM.
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En otro experimento, se determind la fijacion de 28F3.1gG1 y 28F3.19G1.1 a
linfocitos T CD4" y CD8" activados de donantes humanos y de Macaca fascicularis.
Los linfocitos T CD4" y CD8" humanos y de Macaca fascicularis se aislaron de
donantes humanos y de Macaca fascicularis y se trataron con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 para activarlos. Los resultados indican que 28F3.1gG1 y 28.1gG1.1 se fijan
en forma similar a linfocitos CD4" humanos activados, con valores EC50 de 0,55 nM y
0,67 nM, respectivamente, y en forma similar a linfocitos CD8" humanos activados,
con valores EC50 de 0,56 nM y 0,65 nM, respectivamente. 28F3.IgG1 y 28.1gG1.1 se
fijan a linfocitos CD4" de Macaca fascicularis activados, con valores EC50 de 1 nM y
0,86 nM, respectivamente, y en forma similar a linfocitos CD8" de Macaca fascicularis

activados, con valores EC50 de 1,26 nM y 0,74 nM, respectivamente.

Ejemplo 5: Los anticuerpos monoclonales anti-GITR humanos inhiben la fijaciéon de
GITR-L a GITR

Para determinar si los anticuerpos anti-GITR de HuMab inhiben la fijacion del
ligando GITR a GITR, la linea celular hibridoma 3A9 de linfocitos T de raton que
expresa ectopicamente GITR humano (células GITR-3A9) se incubd previamente con
mAbs GITR en concentraciones que varian de 10 ug/ml a 100 pg/ml, luego se incubd
el ligando GITR (R&D Systems#6987-GL) en una concentracion de 10 ng/ml. La
fijacién del ligando GITR a células se determiné en un ensayo basado en FACS
usando un anticuerpo anti-hemaglutinina (HA) etiquetado conjugado con PE, y las
muestras se analizaron en un citometro de flujo BD FACS Canto. Como se muestra en
las Figuras 34A y 34B, dadas estas condiciones, los anticuerpos 19D3, 28F3 y GITR.3
(3C3) bloquearon la fijacion de GITR-L a células GITR-3A9, con valores EC50 de
0,7546, 0,2783 y 0,06934, respectivamente. Se obtuvieron resultados similares con el
anticuerpo 19HS8.

Se realizaron otros experimentos en diferentes condiciones para evaluar hasta
qué grado los anticuerpos anti-GITR bloquean la fijacion de GITR-L a GITR. En estos
experimentos, se agrego un trimero hGITR-L recombinante en concentraciones de
1,06 x 10° a 100 mg/ml a linfocitos T humanos activados y se fij6 de manera
dependiente de la dosis a linfocitos T CD4+ y CD8+ T con valores EC50 de 0,016
ug/ml (Figura 34C). El experimento se llevo a cabo de la siguiente manera: Se agrego
el trimero hGITR-L recombinante (R&D Systems Cat. 6987-GL) en una concentracién
de 1.06e-9 a 100 ug/ml a linfocitos T activados con PHA. Después de una incubacion

primaria de 30 minutos, se detectd GITR-L unido a la célula usando una etiqueta de
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anti-HA conjugado con PE (Miltenyi Cat. 120-002-687). Las muestras se obtuvieron en
un citometro de flujo FACS Canto (BD, San Jose) y se analizaron con el software
FlowdJo (Tree Star, Inc, Ashland, OR).

La prefijacion de rhGITR-L en concentraciones de 1,06 x 10° a 100 ug/ml en
linfocitos T activados bloqued la fijacion posterior de 0,5 ug/ml de 28F3-higG1
(aproximadamente, 90 % de saturacién) con un IC50 de 0,0024 ug/ml. Como en 100
ug/ml la MFI no llegd a la base de referencia (el control IgG), la inhibicion fue parcial
(Figura 34D). El experimento se llevdé a cabo de la siguiente manera: Primero, los
linfocitos T activados con PHA se trataron con una titulacién triple de 24 puntos del
trimero GITR-L recombinante (R&D Systems 6987-GL), a partir de 100 ug/ml, durante
30 minutos. Luego se agregd 28F3-hlgG1 en una concentracion fija de 0,5 ug/ml a la
mezcla de células, la cual se sometié a 30 minutos adicionales de incubacién. El 28F 3-
hlgG1 unido a la célula se detecté usando un anticuerpo secundario conjugado con PE
contra Fc de IgG humana (Jackson ImmunoResearch Cat. 109-116-098). Se us6 un
Ab hlgG1 no relacionado como control de isotipo de 28F3-hlgG1 y se incluyé una
muestra sin incubacion previa de GITR-L para mostrar la fijacién de 28F3-higG1 en
ausencia de bloqueo. Las muestras se obtuvieron en un citometro de flujo FACS Canto
(BD, San Jose) y se analizaron con el software FlowJo (Tree Star, Inc, Ashland, OR).

Cuando los linfocitos T activados se incubaron previamente con 28F3-higG1 en
concentraciones que variaban de 1,06 x 10° a 100 ug/ml, la fijacién de GITR-L a 0,6
ug/ml (aproximadamente 90 % de saturacién) no resulté afectada (Figura 34E). Sin
embargo, cuando se agregdé GITR-L en una concentracion menor de 20 ng/ml, cerca
de su EC50, el 28F3-higG1 unido previamente bloqued parcialmente la fijacién, con un
IC50 de 0,076 mg/ml (Figura 34F). Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente
manera: Los linfocitos T activados con PHA se incubaron previamente con 28F3-higG1
en concentraciones en el rango de 0,00056 a 100 ug/ml, luego se agregaron 0,6 ug/ml
0 20 ng/ml de GITR-L. El GITR-L unido a la célula se detecté con una etiqueta de anti-
HA conjugado con PE. Se incluyé una hlgG1 no relacionada como control de isotipo
de 28F3-higG1 y se us6 una muestra sin anticuerpo primario para mostrar la fijacion
de GITR-L sin bloqueo. Las muestras se obtuvieron en un citometro de flujo FACS
Canto (BD, San Jose) y se analizaron con el software FlowJo (Tree Star, Inc, Ashland,
OR).

Estos datos muestran que 28F3-higG1 es un bloqueador de ligando parcial que

puede permitir, en parte, el acoplamiento in vivo de GITR y GITR-L.
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Ejemplo 6: Todos los anticuerpos anti-GITR se agrupan en un grupo

Los experimentos de agrupacién de anticuerpos se llevaron a cabo con los
siguientes anticuerpos antihumanos GITR: 28F3, 18E10, 19D3, 14E3, 8A6, 9G7, 3C3
y 6G10.

Los anticuerpos anti-GITR se inmovilizaron en las superficies de chips Sensor
Chip CM5 (Series S, GE Healthcare CAT# BR-1005-30) flowcell2, flowcell3 y flowcell4
(5000 RUSs), y flowcell1 se usdé como control negativo. Los anticuerpos se diluyeron a
120 pg/ml (2X) en concentracién de inicio. Se realizaron una serie de diluciones
diluyendo una concentracidon 1:3 de anticuerpo con amortiguador durante ocho
concentraciones diferentes (120 uyg/ml-0.0 pg/ml, 2X) para obtener una curva de
titulacion. Cada serie de concentracion de los anticuerpos se dividid en dos mitades.
En la primera mitad de las series de concentracién, se agregaron 40 nM (2X) de
antigeno GITR (rHGITR/Fc CAT# 689-GR) para realizar la serie de concentracion final
(60 pug/ml-0,0 ug/ml) y 20 nM de concentracion final de antigeno en cada cavidad. En
la segunda mitad de las series de concentracion, en lugar del antigeno, se agregoé
amortiguador para diluir el anticuerpo en la misma concentracién, y esta mitad se traté
como blanco. Los complejos se incubaron durante 2 horas. Se inyectaron 40 pl de
complejos en la superficie recubierta de anticuerpo a una velocidad de flujo de 30
MI/min. Se usé un instrumento Biacore T200, y, como amortiguador de corrida, se uso
HBE-EP, GE Healthcare CAT# BR-1001-88, filtrado desgasificado, HEPES 0,01M,
pH7,4, 0,15 de NaCl, 3Mm de EDTA, 0,005 % de tensioactivo P20. La superficie se
regenerd con 25 mM de NaOH (Cédigo de pedido: BR-1003-58, GE Healthcare) a 100
pI/min durante 5 segundos. Los datos se analizaron usando Microsoft Excel, en donde
las series de concentracion de anticuerpos se representaron graficamente contra la
unidad de respuesta correspondiente para obtener curvas de titulacion.

Los resultados indican que todos los anticuerpos evaluados se agrupan en un
grupo, lo cual indica que todos se fijan a una regién similar de la region extracelular de
GITR humano.

Ejemplo 7: Los anticuerpos anti-GITR se fijan a un epitopo conformacional

Este ejemplo muestra que los anticuerpos anti-GITR 28F3 y 3C3 se fijan a
GITR humano no desnaturalizado, pero no a GITR humano desnaturalizado, y la
fijacion no esta afectada por la glucosilacién ligada a O o N.

La fijacion de los anticuerpos anti-GITR a GITR nativo o desnaturalizado que

tiene o no glucosilacion ligada a N se determiné como se explica a continuacion. Las
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muestras de GITR humano nativo (es decir, no desnaturalizado) y desnaturalizado se
incubaron con o sin la enzima N-glucanasa PNGase F a 37 'C en PBS durante la
noche para retirar la glucosilacion N. La desnaturalizacién de GITR se realiz6
mediante la reduccién a 37 ‘C en 50 mM de ditiotreitol y 4 M de clorhidrato de
guanidina durante 45 minutos vy, luego, se realizé la alquilacion en 100 mM de
yodoacetamida durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las pruebas de GITR
humano nativo con o sin glucosilacion ligada a N se sometieron a electroforesis SDS
en gel, y las muestras de GITR desnaturalizado con o sin glucosilacion ligada a N se
sometieron a electroforesis SDS en gel desnaturalizante. Las proteinas se transfirieron
a membrana de nitrocelulosa para realizar el analisis de transferencia Western. La
membrana se incubd con el anticuerpo 28F3. La fijacién se detectd mediante
incubacion con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
(etiqguetado HRP) especifico de las cadenas pesadas vy livianas de IgG antihumana
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.), y luego se realizd la deteccion de la
luminiscencia capturada en video. Los resultados, los cuales se muestran en la Figura
35, indican que el Ab anti-GITR 28F3 se fija solo a GITR nativo y no a la forma
desnaturalizada, y que la presencia o ausencia de la glucosilacion no afecta la fijacion.
Se obtuvieron resultados similares con el anticuerpo anti-GITR 3C3.

Por lo tanto, los anticuerpos anti-GITR 28F3 y 3C3 se fijan a un epitopo que es

conformacional e independiente de la glucosilacion ligada a N o ligada a O.

Ejemplo 8: Patrones de fijacién de 28F3 y 3C3 a péptidos GITR humano nativo

Se investigo el patron de fijacion de 28F3 y 3C3 a GITR humano mediante la
evaluacion de la fijacion de estos anticuerpos a péptidos generados a partir de GITR
humano nativo mediante SDS-PAGE y analisis de transferencia Western. El
experimento se llevo a cabo de la siguiente manera. Primero, GITR humano nativo se
someti6 a protedlisis mediante la incubacion con endoproteinasa Arg-C,
endoproteinasa Lys-C, tripsina, endoproteinasa Glu-C o endoproteinasa Asp-N en una
proporcion p/p de 2 % a 37 °C en PBS durante 5 horas sin la presencia de reactivos de
desnaturalizacion. La mezcla de reaccion entera, 2 ug de cada digestion, se sometio a
electroforesis SDS-PAGE no desnaturalizante y se transfirié a nitrocelulosa para
realizar el analisis de transferencia Western. Luego, las transferencias Western se
incubaron con anticuerpo 28F3 o 3C3, y la fijacion se detecté mediante incubacién con
un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (etiquetada HRP)

especifico de las cadenas pesadas y livianas de IgG antihumana (Jackson
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ImmunoResearch Laboratories, Inc.), y luego se realizé la deteccion de la
luminiscencia capturada en video. Los resultados, que se muestran en la Figura 36,
indican que el patron de fijacién de 28F3 y 3C3 es diferente, lo cual sugiere que esos

anticuerpos no se fijan exactamente a la misma region de GITR humano.

Ejemplo 9: El anticuerpo anti-GITR 28F3 se fija a los terminales N del dominio
extracelular de GITR humano

La ubicacion de la regién en GITR humano a la que se fija 28F3 se determind
evaluando la fijacibn en solucion del anticuerpo a diversos fragmentos no
desnaturalizados de GITR humano. El experimento se llevé a cabo de la siguiente
manera: Los fragmentos de péptido GITR humano se generaron mediante la
incubacién de GITR humano con endoproteinasa Arg-C, endoproteinasa Lys-C,
tripsina, endoproteinasa Glu-C o endoproteinasa Asp-N en una proporcion p/p de 2 %
a 37 °C en PBS durante 5 horas sin la presencia de reactivos de desnaturalizacion.
Luego, la mezcla de péptidos se incubd con microesferas de Ab anti-GITR en PBS a
temperatura ambiente durante 2 horas. Algunas muestras se sometieron a escision
secundaria in situ mediante incubacién con una enzima diferente en PBS durante una
hora. Los péptidos no unidos se retiraron lavando las microesferas de Ab anti-GITR
dos veces con PBS. Los péptidos que se fijaron al Ab anti-GITR 28F3 se eluyeron con
acido férmico al 2 % y luego se sometieron a identificacion de secuencias mediante
LC-MS. Los resultados, que se muestran como un mapa de calor en la Figura 37,
indican que 28F3 se fija a un epitopo conformacional dentro de la siguiente porcién de
aminodacidos del terminal N:
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE (SEQ ID NO: 215), que
corresponde a los residuos de aminoacidos 1 a 39 de GITR humano maduro (SEQ ID
NO: 4) o} dentro del fragmento mas corto
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTR (SEQ ID NO: 370).

Ejemplo 10: La glucosilacién ligada a O en GITR humano no interfiere en la fijacion de
28F3

No existe glucosilacion ligada a O en el dominio extracelular de GITR humano
conocida o documentada. Sin embargo, los residuos de T18 y T20 de SEQ ID NO: 215
contienen una secuencia de consenso de glucosilacién O. Estos residuos se subrayan
en la secuencia de epitopo:
QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE (SEQ ID NO: 215). Por

198



lo tanto, se determiné si la glucosilacién ligada a O afecta la fijacion de 28F3 a GITR
humano.

La fijacion de 28F3 a un péptido glucosilado o no glucosilado, que consiste en
SEQ ID NO: 215, se realiz6 de la siguiente manera: Los péptidos del terminal N de
GITR humano parcialmente glucosilados o no glucosilados se generaron mediante
protedlisis del dominio extracelular de GITR humano nativo intacto ligado a Fc de
ratén. El péptido GITR no glucosilado que consiste en los residuos de aminoacidos 1 a
39 de SEQ ID NO: 215 también se generé mediante sintesis organica. Los
procedimientos para fijar 28F3 a los péptidos se describieron en la seccién anterior
(usando microesferas recubiertas con 28F3). Como se muestra en la Figura 38B, se
descubrido que dos péptidos se fijan a las microesferas recubiertas con 28F3, y se
identific6 mediante LC-MS que uno de estos es el péptido del terminal N sin
glucosilacion ligada a O (Figura 38A) y el otro es el mismo péptido del terminal N con
glucosilacion ligada a O en T18 y/o T20 de SEQ ID NO: 215 (Figura 38D).

Por lo tanto, 28F3 se fija a la region del terminal N del GITR humano sin

importar si tiene un azucar ligado a O en el aminoacido T18 y/o T20.

Ejemplo 11: Fijacion del anticuerpo anti-GITR 28F3 a 20-mer

Como parte del experimento descrito en el Ejemplo previo, primero se fijé un
péptido sintético que tiene SEQ ID NO: 215 que no tiene glucosilacién ligada a O, a las
microesferas recubiertas con 28F3, y luego se escindié mediante digestion in situ con
endoproteinasa Asp-N. El péptido restante, que consiste en la secuencia de
aminoacidos QRPTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 216) y que contiene los
residuos de aminoacidos T18 y T20 sin glucosilacion ligada a O, se fijé a 28F3 (Figura
38E). Por lo tanto, 28F3 se fija a 20-mer, que consiste en SEQ ID NO: 216.

Ejemplo 12: Mapeo del epitopo mediante HDX-MS

El método de espectrometria de masa de intercambio de hidrégeno/deuterio
(HDX-MS) estudia la conformacion proteica en sondas y la dindmica conformacional
en solucion mediante el control de la velocidad y el alcance del intercambio de deuterio
de los atomos de hidrégeno de la amida de la estructura principal. El nivel de HDX
depende de la accesibilidad del solvente de los atomos de hidrégeno de la amida de la
estructura principal y los puentes de hidrégeno de las proteinas. El aumento masico de
la proteina en HDX se puede medir con precision mediante MS. Cuando esta técnica

se usa junto con la digestion enzimatica, se pueden resolver las caracteristicas
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estructurales en cuanto al péptido, lo que permite diferenciar los péptidos expuestos a
la superficie de los plegados hacia adentro. Con frecuencia, se realiza el etiquetado
con deuterio y los experimentos de inactivacion posteriores, y luego la digestion de
pepsina en linea, la separacion de los péptidos y el analisis MS.

Antes del mapeo del epitopo de mAb 28F3.1gG1 (que tiene una cadena pesada
y una cadena liviana que consiste en SEQ ID N.°*: 17 y 19, respectivamente) en GITR
mediante HDX-MS, se realizaron experimentos no deuterados para generar una lista
de péptidos pépticos habituales para GITR/Fc recombinante humano (R&D systems,
10 uM, que contiene la sustitucion de aminoacidos T20A) y el complejo proteico de
GITR/Fc recombinante humano y mAb 28F3.1gG1 (1:2 de relaciéon molar, 10 yM & 20
MM), lo cual logra una cobertura de secuencia de 86 % para la regién del terminal N de
GITR (Figura 39A). En este experimento, se usaron 10 mM de amortiguador de fosfato
(pH 7,0) durante la etapa de etiquetado, y luego se agregdé un amortiguador de
inactivacion (200 mM de amortiguador de fosfato con GdnCl 4 My TCEP 0,5 M, pH
2,5, 1:1, v/v). Para los experimentos de mapeo de epitopos, se diluyeron 5 pl de cada
muestra (GITR/Fc o GITR/Fc con mAb 28F3.1gG1 (1:2 de relacidon molar)) en 55 ul de
amortiguador de D,O (10 mM de amortiguador de fosfato, D,O, pD 7,0) para iniciar las
reacciones de etiquetado a temperatura ambiente. Las reacciones se llevaron a cabo
durante diferentes periodos: 20 s, 1 min, 10 min, 60 min y 240 min. Al final de cada
periodo de reaccion de etiquetado, la reaccidn se inactivd mediante la adicion de
amortiguador de inactivacién (1:1, v/v), y 50 ul de la muestra inactivada se inyect6 en
el sistema Waters HDX-MS para su analisis. Los péptidos pépticos comunes
observados se controlaron para determinar sus niveles de absorcion de deuterio en
ausencia/presencia de mAb 28F3.1gG1.

Los datos experimentales que se muestran en las Figuras 39B y 39C obtenidos
de las mediciones mediante HDX-MS de mAb 28F3.IgG1 en GITR indican que mAb
28F3.1gG1 tiene un epitopo discontinuo que esta compuesto por dos regiones de
péptidos en la region del terminal N de GITR o se encuentra dentro de estas:

Region de péptidos 1: PTGGPGCGPGRLLLGTGA (SEQ ID NO: 217)
Regién de péptidos 2: CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218)

En funcion de los cambios en los niveles relativos de absorcion de deuterio, las
dos regiones de péptidos se pueden clasificar como las regiones 1 > 2, de las cuales
la region 1 tiene los cambios mas significativos en la absorcion de deuterio y la region

2 es estadisticamente significativa.
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Ejemplo 13: Los anticuerpos anti-GITR inducen la secreciéon de IL-2 y IFN-y de
linfocitos T

Los anticuerpos anti-GITR se evaluaron para determinar su capacidad para
mejorar la actividad de linfocitos T in vitro midiendo la cantidad de IL-2 y IFN-y
segregada de linfocitos T incubados con los anticuerpos.

La linea celular hibridoma 3A9 de linfocitos T de ratén, que expresa
ectopicamente GITR humano (3A9-hGITR), se cultivd en placas recubiertas con
anticuerpo monoclonal anti-CD3 en presencia de cantidades en aumento de
anticuerpos 19D3, 18E10, y 28F3. Se cultivaron 5 x 10* células 3A9-hGITR en placas
recubiertas con 1 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 (Clon 145-2C11; BD Biosciences) y se
trataron con las concentraciones indicadas de anticuerpos durante 24 horas. Como se
muestra en la Figura 40, los anticuerpos 3C3 (GITR.3), 28F3, 19D3 y 18E10 mejoraron
la secrecion de IL-2 de linfocitos T de manera dependiente de la dosis. Como se
esperaba, los anticuerpos de control hlgG1 y higG2 no aumentaron la secrecion de IL-
2 de células 3A9-hGITR.

Dado que los anticuerpos anti-GITR mejoraron la secrecion de IL-2 de células
3A9-hGITR en presencia de una sefal de CD3 estimuladora, se evalud la capacidad
de los anticuerpos de mejorar la secrecién de IL-2 de células 3A9-hGITR activadas por
un antigeno especifico. Se cocultivaron 5 x 10* células 3A9-hGITR con 2,5 x 10*
células LK35.2 que presentan antigenos, en presencia de 0,4 uM de péptido HEL48-
63 y los anticuerpos indicados durante 24 horas. Como se muestra en las Figuras 41A
y 41B, los anticuerpos 18E10, 13H2 (mismo anticuerpo que 28F3), 28F3, 3C3 y 19D3
mejoraron la secrecion de IL-2 de células 3A9-hGITR de manera dependiente de la
dosis.

En otros experimentos, el efecto de 28F3 sobre la secrecion de IL-2 y IFN-y de
linfocitos T se evalud en linfocitos T de donante humano que se estimularon con
células CHO que expresan anti-CD3scFv (OKT3). Las células CHO expresaron niveles
bajos de OKT3 para promover una estimulacién subdptima, a fin de poder observar
agonismo por parte de los anticuerpos anti-GITR. En un conjunto de experimentos, los
linfocitos T CD3+ de un donante se estimularon con células CHO que expresan OKT3
y un anticuerpo anti-GITR, y se midi6 la secrecion de IFN- y, y en otro conjunto de
experimentos, los linfocitos T CD4+ de dos donantes (diferentes del donante de los
linfocitos T CD3+) se estimularon con células CHO que expresan OKT3 y un
anticuerpo anti-GITR, y se midié la secrecion de IL-2 y IFN- y. Los experimentos se

llevaron a cabo de la siguiente manera. Los linfocitos T Pan se obtuvieron de PBMC
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humanas aisladas mediante gradiente Ficoll (Amersham Bioscience 17-1440-03) con
kit de aislamiento de linfocitos T Pan (Miltenyi#130-091-156) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Para los experimentos con linfocitos T CD4+, los linfocitos T
CD4+ se obtuvieron de PBMC humanas (donantes 1 y 2) con céctel de
enriquecimiento de linfocitos T CD4+ humanos RosetteSep (StemCell
Technology#15062) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células CHO que
expresan anti-CD3scFv (OKT3) (CHO-OKT3) se lavaron dos veces con medio RPMI y
se sometieron a irradiacion con una dosis de 50K Rad. Las células se recolectaron y
se volvieron a suspender en medio de cultivo (RPMI-1640 enriquecido con 10 % de
suero bovino fetal, 2mM de L-glutamina, 55nM de B-mercaptoetanol, 1mM de piruvato
de sodio y 100U/ml de penicilina/estreptomicina) a 2,5x10°/ml. Se sembraron 2,5x10*
células CHO-OKT3 y 1x10° linfocitos T en cavidades de una placa de cultivo tisular de
fondo plano de 96 cavidades (Costar). Las células se incubaron con una titulacion
triple de 8 puntos de anticuerpo GITR a partir de 20 ug/ml. Se agregé hlgG1 no
relacionada a 20 pg/ml como control de isotipo. Se incluyé una muestra con células
solo para mostrar actividad de referencia sin tratamiento. El sobrenadante de cada
muestra se recolecto el dia 2 para la medicién de IL-2 (solo para ensayos con linfocitos
T CD4+) (kit ELISA para IL- 2 humana BD optEIA; BD Bioscience#555190) y el dia 3
para la mediciéon de IFN- y (kit ELISA para IFN-g humano BD optEIA; BD
Bioscience#555142).

Los resultados, que se muestran en la Figura 42B-E, indican un aumento
dependiente de la dosis de 28F3 en la secrecién de IL-2 e IFN-y por parte de linfocitos
T CD4+ de ambos donantes.

También se demostro la secrecion de IFN-y por parte de linfocitos T de donante
estimulados con otros anticuerpos anti-GITR anticuerpos. El ensayo se llevé a cabo
como se describioé anteriormente. Como se muestra en la Figura 42A, los anticuerpos
28F3, 3C3, 19D3 y 18E10 mejoraron la secrecion de IFN-y en linfocitos T CD3+ de
manera dependiente de la dosis, y los anticuerpos 28F3 y 3C3 muestran el efecto mas
significativo de los anticuerpos evaluados.

En otro experimento, la proliferacion de linfocitos T en presencia de anticuerpos
anti-GITR, en particular, 28F3, se observé en reacciones de linfocitos mezclados
(MLR).

En forma conjunta, estos datos indican que los anticuerpos 18E10, 19D3 vy
28F3 funcionan como anticuerpos anti-GITR agonistas que mejoran la secrecién de

citocinas de linfocitos T.
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Ejemplo 14: Los anticuerpos anti-GITR activan las respuestas de linfocitos T de
manera independiente de la interaccion de FcR in vitro

Se informé que los anticuerpos anti-TNFR agonistas requieren de
coacoplamiento a FcyRIIB para su actividad in vivo (Li et al., Cell Cycle 2012;11:3343-
3344). Para determinar si esta necesidad también se extiende a anticuerpos anti-
GITR, las células 3A9-hGITR se cocultivaron con células LK35.2 y el péptido HEL48-
63 como se describié en el Ejemplo 13, se trataron con el anticuerpo anti-GITR de
longitud completa 28F3 (hlgG2), el fragmento F(ab')2 de 28F3 o el fragmento Fab de
28F3, y se evalub para determinar la produccion de miL-2. Los resultados, que se
establecen en la Figura 43, muestran que tanto el 28F3 de longitud completa como el
fragmento F(ab')2 de 28F3 mejoraron la produccion de mlL-2, aunque el fragmento
Fab de 28F3 tuvo un efecto mas débil, lo cual sugiere que el acoplamiento bivalente,
pero no monovalente, contribuye al efecto del anticuerpo anti-GITR 28F3. En forma
conjunta, estos resultados sugieren que, aunque no se requiere el coacoplamiento de
FcyRIIB para los efectos mejoradores de linfocitos T de los anticuerpos anti-GITR
agonistas in vitro, acoplar el receptor de FcyRIIB puede potenciar la actividad agonista.
Los anticuerpos anti-GITR se pueden modificar por ingenieria genética para aumentar

la fijacion al receptor de FcyRIIB para aumentar su agonismo.

Ejemplo 15: El anticuerpo anti-GITR 28F3 etiqueta linfocitos en amigdalas humanas
Para determinar qué tejidos expresan GITR, se usé el anticuerpo anti-GITR
28F3 para la deteccidon inmunohistoquimica de GITR en diversos tejidos. No se
encontré tincion especifica en tejidos no linfaticos (que incluyen corazén, higado,
pulmodn, rifdn, piel, nervio periférico, tiroides, testiculos, prostata). La tincion positiva
solo se observé en subconjuntos dispersados de linfocitos y/o células mononucleares
en tejidos linfaticos (que incluyen amigdalas, bazo y timo) y ricos en formaciones
linfaticas (lamina propia de colon, estdmago, utero). La tincién en amigdalas se
muestra en la Figura 44. La tincion positiva se observo en linfocitos dispersados en la
region inter/parafolicular y el centro germinal. Los cumulos dispersados de células
mononucleares (debajo del epitelio) y los linfocitos infiltrantes de epitelio también

mostraron tincién positiva.

Ejemplo 16: Actividad antitumoral de variantes de isotipos anti-GITR en modelos de
tumores MC38
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DTA-1 es un anticuerpo GITR agonista anti-raton de rata (Shimizu et al., 2002;
eBioscience, San Diego, CA). Se demostré que este anticuerpo 1IgG2b modula T.eg y
T durante el tratamiento de melanoma B16. Ademas, la expresion de GITR de Tex ¥y
Ty €ra necesaria para obtener los efectos completos de DTA-1. Cohen et al. (2010)
sugirié que, aunque la ligadura de GITR por parte de DTA-1 no anula completamente
la actividad supresora de T4, perjudica la infiltracion de tumor de T4 y provoca la
perdida de la expresion de Foxp3 dentro de los T, intratumorales, lo cual implica una
anulacion o supresion localizada. El resultado neto es una relacion Teg: Treg intratumoral
aumentada y mayor activacion y funcién de T dentro del tumor. DTA-1 bloquea la
interaccion entre GITR y el ligando GITR (GITRL), y el anticuerpo soluble es eficaz
para promover una respuesta celular in vitro. También es eficaz en diversos modelos
de tumores para inhibir el crecimiento tumoral (véase, por ejemplo, Turk et al., 2004;
Cohen et al., 2010).

a) Experimento MC38 #1

La actividad antitumoral de los diferentes isotipos anti-GITR (DTA-1) se evalud
en un modelo de tumor MC38 de adenocarcinoma de colon en etapas. Se inyectaron
en forma subcutanea 2 x 10° células tumorales MC38 en ratones C57BL/6. Luego de 7
dias, los ratones se aleatorizaron en 5 grupos de tratamiento, y se administraron
anticuerpos de prueba en forma IP los dias 7, 10 y 14 a 200 uyg por dosis en un
volumen de 200 pl de la siguiente manera: Grupo 1: IgG1 de ratén de control (IgG);
Grupo 2: Ab IgG2b de rata anti-GITR (DTA-rG2b); Grupo 3: Ab IgG1 de ratén anti-
GITR (DTA-mG1); y Grupo 4: Ab IgG 2a de raton anti-GITR (DTA-mG2a). Se
recolectaron tumores y bazos el dia 15.

La Figura 45C muestra que los tumores tratados con IgG1 anti-GITR crecieron
a una velocidad comparable con la de los tumores tratados con IgG1 de ratéon de
control (Figura 45A), ninguno de los 10 ratones estaba libre de tumores (TF) para
cuando finaliz6 el control de los ratones. Sin embargo, DTA-rG2b (Figura 45B) y DTA-
mG2a (Figura 45D) redujeron significativamente la velocidad del crecimiento tumoral, y
3y 2 de los 10 ratones, respectivamente, quedaron libres de tumores.

Los cambios en la media de los volumenes tumorales y en la mediana de los
volumenes tumorales de los ratones de los grupos tratados con diferentes isotipos
anti-GITR se representan graficamente en las Figuras 46A y 46B. Estas
representaciones confirman los datos de raton individuales que se muestran en la
Figura 45 que indican que el isotipo 1IgG2b del anticuerpo anti-GITR exhibe el efecto

inhibidor mas potente sobre el crecimiento de tumor MC38, y el isotipo IgG2a es
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apenas menos potente. El isotipo IgG1 muestra poca inhibicién del crecimiento
tumoral, y la media y la mediana de los volumenes tumorales son similares a aquellas
de los ratones tratados con el IgG de raton de control.

También se determinaron los efectos de los isotipos anti-GITR sobre
subconjuntos de linfocitos T de MC38 en TIL y bazo. Se compararon las poblaciones
de subconjuntos de linfocitos T en TIL y bazo con MC38 de ratones tratados con
diferentes isotipos anti-GITR. En el bazo, DTA-m2a y DTA-r2b causaron una leve
reduccion en el nivel de linfocitos CD8", mientras que 9D9-m2a (un anticuerpo anti-
CTLA-4) y DTA-m1 no alteraron los niveles de linfocitos T CD8" (Figura 47A). Ninguna
de las variantes de isotipos evaluadas tuvo un efecto significativo en el porcentaje de
linfocitos CD4" o CD4'Foxp3™ en el bazo (Figuras 47B y 47C).

En TIL, 9D9-m2a causé al menos un aumento del doble en el porcentaje de
linfocitos CD8" en comparacion con los dos IgG1 de ratén de control (Figura 47D).
DTA-m2a tuvo un efecto menos pronunciado y aumenté el porcentaje de linfocitos
CD8" alrededor de 50 %, mientras que DTA-m1 y DTA-r2b no causaron ningun
aumento, o solo causaron un aumento minimo, en el porcentaje de linfocitos CD8" en
comparacion con el control de isotipo IgG1 de ratén (Figura 47D). 9D9-m2a causé un
pequefio aumento en el porcentaje de linfocitos CD4" en comparacion con el control
de isotipo IgG1 de ratén, mientras que DTA-m1 no causé cambios en CD4" (Figura
47E). Por el contrario, tanto DTA-m2a como DTA-r2b redujeron los porcentajes de
CD4" un 40-50 % en comparacion con el isotipo IgG1 de raton (Figura 47E).

Los efectos mas drasticos se observaron en los niveles de T, CD4*Foxp3”
entre los TIL. Aunque DTA-m1 no tuvo efecto sobre esta poblacion de linfocitos T,
9D9-m2a y DTA-m2a indujeron una reduccion de aproximadamente 6 veces en el nivel
de T,.y CD4"Foxp3" en comparacion con el isotipo IgG1 y DTA-m1 (Figura 47F). Estos
datos demuestran que la variante IgG2a de anti-GITR reduce el nivel de T
especificamente en el entorno tumoral. Por lo tanto, el isotipo IgG2a anti-GITR induce
un aumento de T4 CD8" y una disminucion de Treg €n el sitio del tumor, lo cual crea
una relacion elevada de Te con respecto a T4 que indica una fuerte actividad
antitumoral. DTA-r2b también indujo una reduccion significativa en el nivel de Tq
CD4"Foxp3* en comparacion con el IgG1 de control, aunque no sea una reduccién tan
pronunciada como la inducida por 9D9-m2a y DTA-m2a, que es consistente con la
menor fijacion de la region Fc de 1gG2b de rata a FcyR activadores murinos. Estos
datos demuestran que el anticuerpo anti-GITR agonista requiere el acoplamiento de

FcyR activadores para la actividad reductora.
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La medicion citométrica de flujo del nivel de la expresion de GITR en diferentes
subconjuntos de linfocitos T en TIL y bazo con MC38 mostré que GITR se estaba
altamente expresado en T4 en el sitio del tumor, el nivel de expresion es mas alto que
en T en la periferia o Ter CD8" en el sitio del tumor que, a su vez, exhibié un nivel de
expresion mas alto que T¢; CD8" 0 CD4" en la periferia. El nivel relativo mas bajo de la
expresion de GITR se observo en T« CD4" en el sitio del tumor. Estos datos sugieren
un mecanismo por el que la actividad reductora de linfocitos T ayuda a la estimulacion
de una respuesta de linfocitos T y, asi, mejora la eficacia antitumoral de una proteina
de fusion Fc si la diana de la proteina de fusion Fc esta altamente expresada en T
en el sitio del tumor, en relacion con la expresion de la diana en T en el sitio del
tumor, y la proteina de fusién Fc se fija a un FcR activador que media la reducciéon de

la célula diana.

b) Experimento MC38 #2

Debido a la agregabilidad que se encuentra en las variantes de DTA-1
(excepto, la forma original de DTA-r2b, obtenida en el comercio), se volvié a modificar
por ingenieria genética un conjunto nuevo de variantes isotipicas para obtener
anticuerpos DTA-1 sin agregabilidad. La agregabilidad observada se adjudicé a un
aminodcido adicional que se habia incorporado accidentalmente a la cadena liviana de
las variantes isotipicas modificadas por ingenieria genética, y el problema se solucion6
retirando el aminoacido externo. Los anticuerpos que se volvieron a modificar por
ingenieria genética se usaron en este Experimento #2. La actividad antitumoral de
isotipos anti-GITR modificados nuevamente por ingenieria genética (DTA-1; serie
GITR.7) se evalué usando un modelo MC38 en etapas. Se implantaron 2 x 10° células
MC38 en forma subcutanea a ratones C57BL/6. Después de 7 dias, los ratones se
aleatorizaron en 7 grupos de tratamiento con el fin de tener una media de volumenes
tumorales comparable de alrededor de 148 mm?®/2), y se administraron anticuerpos de
prueba en forma IP los dias 7, 10 y 14 a 200 pg por dosis (excepto por el migG de
control, que se administr6 en dosis de 200 pg) de la siguiente manera: Grupo 1: 1IgG1
de ratén de control (mligG o “isotipo”); Grupo 2: IgG1Ab de ratéon anti-GITR
(mGITR.7.mg1); Grupo 3: isotipo IgG1D265A de raton anti-GITR (mGITR.7.mg1-
D265A); Grupo 4: Ab 1gG2a de ratén anti-GITR (mGITR.7.mg2a); Grupo 5: Ab IgG2b
de ratéon anti-GITR (mGITR.7.mg2b); y Grupo 6: Ab IgG2b de rata anti-GITR
(mGITR.7.r2b o DTA-1-rG2b). Se recolectaron tumores y bazos el dia 15.

Las Figuras 48B y 48C muestran que los tumores tratados con IgG1 e IgG1-

206



D265A anti-GITR crecieron a una velocidad comparable con la de los tumores tratados
con IgG1 de raton de control (Figura 48A). En cada caso, ninguno de los 9 ratones
quedo libre de tumores para el final del control de los ratones 35 dias después de la
implantacion. Sin embargo, en forma similar a los resultados en el Experimento MC38
#1, mGITR.7.mg2a (Figura 48D) indujo la inhibicion mas importante del crecimiento
tumoral, ya que 2 de los 9 ratones quedaron libres de tumores. Los anticuerpos anti-
GITR-2b de ratén y de rata también redujeron significativamente la velocidad de
crecimiento tumoral en forma similar (Figuras 48E y 48F), aunque el anticuerpo 2b de
rata produjo 1 ratén libre de tumores, mientras que el anticuerpo 2b de ratéon no
produjo ratones libres de tumores 35 dias después de la implantacion.

Los cambios en la media de los volumenes tumorales y en la mediana de los
volumenes tumorales se muestran en las Figuras 49A y 49B. Las tendencias son
similares a aquellas observadas en el Experimento MC38 1, excepto que el isotipo
IgG2a anti-GITR era el inhibidor mas potente del crecimiento tumoral de MC38,
mientras que el isotipo IgG2b exhibe potencia considerable, pero menor, en la
inhibicién del crecimiento tumoral. Los isotipos IgG1 e 1IgG1-D265A mostraron un nivel
bajo de inhibicion del crecimiento tumoral en comparacion con la IgG de ratén de
control.

Los efectos de los diferentes isotipos anti-GITR sobre las poblaciones de T
en TIL y bazos de los ratones tratados se muestran en la Figura 50. Como se observo
en el Experimento #1, ninguna de las variantes de isotipo que se evaluaron tuvo un
gran efecto en el porcentaje de los T CD4*Foxp3* en el bazo: el efecto mas fuerte
fue un aumento menor que 40 % inducido por el tratamiento con el isotipo IgG2b de
rata anti-GITR, mientras que el isotipo 1gG2b de ratén anti-GITR redujo en forma
minima el porcentaje de T,y CD4"Foxp3”. Los otros isotipos anti-GITR evaluados y el
anticuerpo IgG2a anti-CTLA-4 (9D9-mG2a) aumentaron en forma minima el porcentaje
de Trg (Figura 50A).

Por el contrario, en TIL, con la excepcién del isotipo 1gG1, que no causo
cambios en comparacién con el control del isotipo, todos los anticuerpos evaluados
indujeron reducciones significativas en el porcentaje de T,.4. El anticuerpo anti-CTLA-4
9D9-mG2a caus6 una reduccion de aproximadamente 4 veces en el nivel de T
CD4'Foxp3" en comparacion con el isotipo IgG1; los isotipos 2a y 2b de raton anti-
GITR y el isotipo 2b de rata redujeron el nivel de T4 alrededor del doble, y el IgG1-
D265A mutante caus6 una reduccion apenas menor (Figura 50B). Estos datos

confirman los efectos observados en el Experimento #1 al demostrar que los isotipos
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anti-GITR mG2a, mG2b y rG2b inducen una reduccion significativa de T,y en el
entorno tumoral, lo cual se correlaciona con la inhibicién del crecimiento tumoral.

Los datos obtenidos en el Experimento MC38 #2 son consistentes con aquellos
obtenidos en el Experimento #1, lo cual sugiere que la agregabilidad de los
anticuerpos no interfiri6 de manera indebida en las actividades de los anticuerpos.
Posiblemente, los anticuerpos agregados se purgan rapidamente en los ratones, y, por
lo tanto, la agregabilidad de los anticuerpos puede no ser un problema significativo en

estos ensayos in vivo.

Ejemplo 17: Actividad antitumoral de variantes de isotipos anti-GITR en un modelo de
tumor Sa1N en etapas

La actividad antitumoral de anti-GITR también se evalué en un modelo de
sarcoma Sa1N en ratones A/J. Se inyectaron en forma subcutanea 2 x 10° células
Sai1N por implante a ratones. Después de 7 dias, se determinaron los volumenes
tumorales, y los ratones se aleatorizaron en grupos de tratamiento para obtener la
media de los volimenes tumorales comparable (alrededor de 75 mm®2). Se
administraron por via IP anticuerpos anti-GITR (DTA-1) modificados por ingenieria
genética para tener diferentes isotipos como se describe en el Ejemplo 10,
Experimento MC38 #1, los dias 7, 10 y 12 a 200 ug por dosis.

Los efectos sobre el crecimiento tumoral se muestran en la Figura 51. El
tratamiento con el anticuerpo anti-GITR IgG2a inhibié por completo el crecimiento
tumoral y los 10 ratones estaban libres de tumores para el dia 20 después de la
implantacion (Figura 51B), y el isotipo 1gG2b de rata tuvo un efecto similar sobre 9 de
10 ratones que estaban libres de tumores para el dia 20 (Figura 51C). Los isotipos
lgG1 (Figura 51D) e IgG1D265A (Figura 51E) inhibieron los tumores en cierta medida,
en comparacion con el crecimiento desinhibido de los tumores tratados con el control
de isotipo IgG1 (Figura 51A), pero la inhibiciéon fue mucho menor que la observada con
los isotipos mlgG2a y rlgG2b. Los cambios en la media de los volumenes tumorales y
en la mediana de los volumenes tumorales, que se muestran en las Figuras 52A y
52B, confirman el efecto inhibidor virtualmente completo de los anticuerpos migG2a y
rlgG2b sobre el crecimiento tumoral, en comparacion con la inhibicion mucho menor
del crecimiento tumoral exhibida por los isotipos migG1 y migG1-D265A.

En forma conjunta, los datos de las Figuras 51 y 52 confirman los datos
obtenidos con el modelo de tumor MC38 (Ejemplo 10) que muestran que los isotipos

mlgG2a y rlgG2b anti-GITR exhiben actividad antitumoral potente, en comparacion
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con los isotipos migG1 (y migG1-D265A), que exhiben una actividad antitumoral
mucho menor. La actividad antitumoral en el modelo Sa1N de los de anticuerpos
mIgG1 y la variante D265A es consistente con los efectos agonistas de GITR sin
reduccion de Treg.

Los efectos de los diferentes isotipos anti-GITR sobre las poblaciones de T
en TIL y bazo con Sa1N de los ratones tratados se muestran en la Figura 53. Todas
las variantes del isotipo anti-GITR evaluadas indujeron aumentos relativamente
pequefios de alrededor de 20-40 % en el nivel de T, CD4'Foxp3” en el bazo. El
mayor aumento se produjo mediante el tratamiento con el isotipo IgG2a anti-GITR, que
causo el mismo aumento que el tratamiento con los anticuerpos IgG2b (9D9-G2b) e
IgG1-D265A anti-CTLA-4 (9D9-G1-D265A) (Figura 53A). Los isotipos anti-CTLA-4
mencionados se usaron como controles positivos en este estudio de GITR, ya que la
reduccion de T4 Se habia observado con el isotipo 1gG2b.

En comparacion con el efecto de T4 en la periferia, los isotipos m2a y r2b anti-
GITR, asi como los isotipos 2b anti-CTLA-4, disminuyeron los niveles de T4 en el sitio
del tumor al menos 3,5 veces (Figura 53B). El isotipo IgG1 anti-GITR y el mutante de
IgG1-D265A indujeron reducciones menores de alrededor de 35 % en el porcentaje de
Treg, Mientras que el mutante de IgG1-D265A anti-CTLA-4 no caus6 cambios en el
porcentaje de T4 en TIL (Figura 53B). Por lo tanto, como se observo en el modelo de
tumor MC38, los isotipos mG2a y rG2b anti-GITR indujeron una reduccion significativa
de T4 en el entorno tumoral, mucho mayor que los anticuerpos 1IgG1 e IgG1-D265A,

lo cual se correlaciona con la inhibicidon del crecimiento tumoral.

Ejemplo 18: Actividad sinérgica con combinacién de anticuerpo anti-GITR y anticuerpo
anti-PD1 antagonista

Para determinar si se podia obtener un efecto antitumoral sinérgico
combinando anticuerpo DTA-1 con un anticuerpo que antagoniza PD-1, una molécula
que proporciona una sefal inhibidora para mecanismos antitumorales, se evalu6 el
efecto de la combinacién de anticuerpos sobre el volumen del tumor usando un
modelo de adenocarcinoma de colon MC38 en etapas. Los ratones se trataron con (A)
mlgG1 de control, (B) migG + DTA-1, (C) migG + PD-1 (clone 4H2, BMS) y (D) PD-1 +
DTA-1los dias 7, 10 y 14.

Los efectos sobre el crecimiento tumoral se muestran en la Figura 54. El
tratamiento con el anticuerpo DTA-1 o el anticuerpo anti-PD-1 en forma individual

inhibid el crecimiento tumoral en cierta medida, y 2 de 10 ratones quedaron libres de
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tumores. Por el contrario, la combinacién del anticuerpo DTA-1 y el anticuerpo anti-PD-
1 aumentd de manera sustancial la cantidad de ratones libres de tumores para el dia
30, y 7 de 10 ratones quedaron libres de tumores. Como se esperaba, no quedaron
ratones libres de tumores entre los ratones a los que se les administr6 migG de
control.

Estos resultados sugieren que la combinaciéon de anticuerpos anti-GITR
agonistas y anticuerpos anti-PD-1 antagonistas actua sinérgicamente para inhibir el

crecimiento tumoral.

Ejemplo 19: Efecto de las mutaciones de aminoacidos CDR sobre la afinidad de
fijacion

Este ejemplo muestra que algunos residuos de aminoacidos en la CDR3 de VH
de 28F3 se pueden mutar a otro aminoacido sin afectar en forma significativa su
afinidad de fijacion.

Se crearon 48 mutantes de 28F3 mutando uno o mas de los siguientes
aminodacidos en la CDR3 de VH: M102, D106 y M111 (numeracion de acuerdo con
SEQ ID NO: 13), y se evaluaron las siguientes actividades: fijacion a células 3A9-
hGITR y secrecion de IL-2 de células 3A9-hGITR en presencia de anti-CD3 unido a
placa. Los experimentos se llevaron a cabo como se describié anteriormente.

Los resultados se muestran en las Figuras 55A y 55B (fijacion a células 3A9-
hGITR), las Figuras 56A-F (secrecion de IL-2) y la Tabla 7.

Tabla 7: Efectos de las mutaciones de aminoacidos CDR sobre la afinidad de fijacion

Referencias en las | Mutaciones EC50 para la | EC50 para la

Figuras 55 y 56 actividad del | fijacion del
anticuerpo en | anticuerpo mediante
células 3A9 FACS

A1 Ma8V, M111L 1,731 0,5297

B1 M98F, M111L 7,762

C1 M98L, M111L 0,674 0,101

D1 M9a8I, M111L 0,218 0,155

E1 M98Q, M111L 3,274 3,259

F1 M98S, M111L 9,037

G1 M98A, M111L 28,02

H1 Ma8Y, M111L 92,92

A2 M98V, M111F 1,338 0,5543

B2 M98F, M111F ~399,9

C2 M98L, M111F 0,2066

D2 M98I, M111F 0,1326 0,1999
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Referencias en las | Mutaciones EC50 para la | EC50 para la
Figuras 55 y 56 actividad del | fijacion del
anticuerpo en | anticuerpo mediante
células 3A9 FACS

E2 M98Q, M111F 2,489

F2 M98S, M111F 36,81

G2 M98A, M111F 25,59

H2 Ma8Y, M111F 36,83

A3 M98V, D106E, | 0,7144 0,4297
M111L

B3 M98F, D106E, 62,56
M111L

C3 M98L, D106E, | 1,037 0,1824
M111L

D3 M98Il, D106E, | 0,0883 0,1602
M111L

E3 M98Q, D106E, 3,054
M111L

F3 M98S, D106E, ~187,0
M111L

G3 M98A, D106E, 9,292
M111L

H3 M98Y, D106E, 27,37
M111L

A4 M98V, D106E, 0,1157
M111F

B4 M98F, D106E, 8,097
M111F

C4 M98L, D106E, | 0,2618 0,09559
M111F

D4 M98Q, D106E, | 0,4539 0,4984
M111F

E4 M98S, D106E, ~5.77e+006
M111F

F4 M98A, D106E, | 0,2613 2,86
M111F

G4 MI8Y, D106E, 6,752
M111F

H4 M98V, D106E 0,01499 0,08696

A5 M98F, D106E 0,1024

B5 M98L, D106E 0,02552 0,04658

C5 M98I, D106E 0,02048 0,05227

D5 M98Q, D106E 0,04963 0,1451

E5 M98S, D106E 1,01 0,3437

F5 M98A, D106E 0,06304 0,06008

G5 M98Y, D106E 1,081 0,1196

H5 M98V 0,05336 0,05104
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Referencias en las | Mutaciones EC50 para la | EC50 para la

Figuras 55 y 56 actividad del | fijacion del
anticuerpo en | anticuerpo mediante
células 3A9 FACS

A6 M98F 0,1194

B6 M98L 0,1104 0,1136

C6 M98l 0,1104 0,2126

D6 M98Q 0,08124 0,2155

E6 M98S 0,1226 0,526

F6 M98A 3,491 0,225

G6 MI8Y 0,252

H6 28F3 no mutado | 0,0418 0,05002

Los resultados indican que varios mutantes tienen una fijacion y una actividad
comparables a 28F3, mientras que otras mutaciones reducen la fijacion o la secrecion
de IL-2, o ambas. Los siguientes mutantes tienen datos de fijacion y de actividad
comparables: M98V; M98V/D106E; M98L/D106E; M98I/D160E y M98A/D106E.
Ejemplo 20: Efectos de las modificaciones de la regiéon constante sobre la actividad
agonista del anticuerpo GITR

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos GITR que comprenden una
bisagra de 1gG2 tienen una mayor capacidad para inducir la secrecion de IL-2 y IFN-y
de linfocitos T en relacidon con los mismos anticuerpos que tienen una bisagra de 1gG1.

Se observo en los ensayos con CHO-OKT3 y 3A9 descritos anteriormente que
los anticuerpos derivados de hibridomas, que tienen una regién constante de 1gG2,
son mas potentes en la estimulacion de la secrecién de citocina que los mismos
anticuerpos en los que la region constante de la cadena pesada se intercambié por la
de 1gG1 o una IgG1 no efectora (IgG1.1). Por lo tanto, el efecto de una region
constante de IgG2 o una bisagra de IgG2 se evalud en anticuerpos anti-GITR en estos
ensayos.

La regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo GITR antihumano se

unio a las siguientes regiones constantes de la cadena pesada:

Tabla 8: Configuraciones de la region constante de los anticuerpos anti-GITR

ejemplificados

Nombre del | CH1 Bisagra CH2 CH3 SEQ ID

anticuerpo NO*

anti-GITR lgG2 lgG2 lgG2 lgG2 SEQ ID
SEQ ID | SEQ ID NO:291 SEQ ID | SEQ ID | NO:221
NO:279 NO:297 NO:298

-IgG2 anti-GITR | 1IgG2 lgG2 lgG2 lgG2 SEQ ID
SEQ ID | SEQ ID NO:291 SEQ ID | SEQ ID | NO:221
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NO:279 NO:297 NO:298
IgG1 anti-GITR | 1gG1 IgG1 IgG1 IgG1 SEQ ID
SEQ ID | SEQ ID NO:295 SEQ ID | SEQ ID | NO:7
NO:278 NO:280 NO:282
1gG1.1 anti- | IgG1.1 IgG1.1 IgG1.1 IgG1.1 | SEQ ID
GITR SEQ D | (L234A/L235E/G237A) | (A330S/P331S) | SEQ ID | NO:11
NO:278 SEQ ID NO:296 SEQ ID | NO:282
NO:281
-1gG2-1gG1 anti- | IgG2 hibrido de IgG2/IgG1 | IgG1 IgG1 SEQ ID
GITR o anti-|SEQ ID|SEQ IDNO:293 SEQ ID | SEQ ID | NO:223
GITR.g2.91 NO:279 NO:280 NO:282
-19G2-1gG1.1 IgG2 IgG2 IgG1.1 IgG1 SEQ ID
anti-GITR o anti- | SEQ D | SEQ ID NO:291 (A330S/P331S) | SEQ ID | NO:224
GITRg2.g1.1 | NO:279 SEQ ID | NO:282
NO:281

Primero, las afinidades de fijacion de estos anticuerpos GITR se compararon
con aquellas de los anticuerpos GITR que tienen una bisagra de IgG1. Las afinidades
de fijacion se determinaron como se describe en el Ejemplo 2. Como se muestra en la
Figura 57, los tres anticuerpos GITR que tienen una bisagra de IgG2 tuvieron
afinidades similares con linfocitos T activados, como los dos anticuerpos GITR que
tienen una bisagra de IgG1.

Luego, la capacidad de los anticuerpos GITR que tienen una region constante
de 1gG1 o una bisagra de IgG2/un dominio Fc de IgG1 se evalué para determinar si
pueden inducir la secrecion de IL-2 e IFN-y en linfocitos T estimulados con células
CHO que expresan OKT3, como se describe en el Ejemplo 13. Como se muestra en
las Figuras 58A y 58B, el anticuerpo con la bisagra de IgG2/el dominio Fc de I1gG1
("anti-GITR.G2.g1f") indujo la secrecion de IFN-y e IL-2 en linfocitos T en un grado
mayor que el anticuerpo con la region constante de IgG1 ("anti-GITR.g1f"). Se
obtuvieron resultados similares con las versiones no efectoras de estos dominios
constantes (Figuras 58C).

Para confirmar la mayor activacion de linfocitos T con los anticuerpos anti-GITR
que comprenden una bisagra de 1gG2, se evalud la secrecion de IL-2 en un formato
experimental diferente. En este experimento, se evalué la capacidad de los
anticuerpos GITR de inducir la secrecion de IL-2 en células 3A9-hGITR (linea celular
hibridoma 3A9 de linfocito T de ratdn que expresa ectépicamente GITR humano),
como se describe en el Ejemplo 13. Como se muestra en la Figura 59, todos los
anticuerpos que tienen la bisagra de IgG2 (anti-GITR.g2, anti-GITR.g2.g1f y anti-
GITR.g2.91.1f ) indujeron la secrecion de IL-2 en células 3A9-hGITR en un grado

mayor que sus contrapartes que contienen una regidon constante de IgG1 (anti-
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GITR.g1f y anti-GITR.g1.1f").

En forma conjunta, estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-GITR
que tienen una bisagra de 1gG2 y regiones constantes de g1 0 g1.1 son mas potentes
que los mismos anticuerpos que tienen una bisagra de 1gG1. Un mecanismo posible
para explicar los efectos mejorados de los anticuerpos GITR que contienen una
bisagra de IgG2 es el aumento de la internalizacién y/o el aumento de la formacion de
complejos de estos anticuerpos en la superficie celular en relacion con los mismos

anticuerpos que comprenden una bisagra de IgG1.

Ejemplo 21: La proliferaciéon inducida por anticuerpos anti-GITR es intrinseca en
linfocitos Teff

GITR se encuentra expresado en linfocitos T reguladores (Treg) de ratén y ser
humano. Los datos en la literatura demostraron que los anticuerpos anti-GITR
agonistas impulsan la proliferacion de linfocitos T efectores (Teff) CD4+Foxp3- en
presencia de linfocitos Treg. De manera adicional, se sugiri6 que este efecto es
impulsado, en primer lugar, por la fijacion del anticuerpo anti-GITR a linfocitos Teff en
lugar de causar un efecto directo sobre la funcion supresora de linfocitos Treg. Otras
publicaciones muestran que los anticuerpos anti-GITR impulsan la proliferacion de
linfocitos Treg y pueden inducir inestabilidad en el linaje de linfocitos Treg
caracterizada por la pérdida de Foxp3.

Para examinar los efectos de los anticuerpos anti-GITR sobre la funcién de los
linfocitos Treg, se realizd un ensayo de supresion de linfocitos Treg en el que los
linfocitos Teff se estimularon con anti-CD3 vy diversos isotipos de mAb DTA-1 anti-
GITR de ratén en presencia de APC y cantidades tituladoras de linfocitos Treg. Los
resultados mostraron que el tratamiento con anticuerpo DTA-1 aumento la proliferacion
en comparacion con un control de isotipo. Ademas, los isotipos 1gG1, 2a, 2b e I1gG1
D265A inerte resultaron eficaces en el aumento de la proliferacion de linfocitos Teff, lo
cual demuestra que la fijacion a FCcR no es necesaria para la funciéon del anticuerpo
anti-GITR en este sistema.

En el experimento anterior, no era claro si el aumento en la proliferacion de Teff
se debid a la accion de los anticuerpos anti-GITR sobre los linfocitos Treg y/o Teff.
Para referirse a esta cuestion, se usaron ratones "knock-in" con GITR humano
(huGITR KI). En estos ratones, el gen que codifica GITR de raton, Tnfrsf18, se
reemplazo por el gen TNFRSF18 humano, y GITR humano se encuentra expresado en

forma similar a muGITR en ratones de tipo silvestre; GITR humano se encuentra
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expresado en linfocitos Teff y Treg con niveles mas elevados en el ultimo. Se
descubrié que el mAb 28F3 anti-GITR humano tenia la capacidad de impulsar la
proliferacion de linfocitos Teff de ratones huGITR KI. Debido a que 28F3 se fija a GITR
humano, pero no a GITR de ratén, fue posible establecer un sistema de ensayo de
supresion de Treg en el que GITR podia estar dirigido de manera diferencial a
linfocitos Teff y Treg. Este sistema también permitié la examinacion de las diferencias
funcionales entre 28F 3 ya sea con una regién Fc de IgG1 humana o IgG1.1 inerte.

Los linfocitos Treg y Teff se clasificaron en funcién de la expresion de CD4 y
CD25 de ratones huGITR Kl y de tipo silvestre (WT). Los linfocitos Treg y Teff WT y
huGITR se mezclaron en combinaciones que permitieron el direccionamiento
unicompartimental de linfocitos Treg o Teff con 28F3 (linfocitos Teff de huGITR Kl con
linfocitos Treg de tipo silvestre, etc.). Como controles, se incluyeron las condiciones en
las que 28F3 se pudo fijar a ambos linfocitos Treg y Teff o a ninguno de ellos. Los
cultivos que contienen linfocitos Teff y Treg se estimularon con anti-CD3 en presencia
de APC, y 28F3 IgG1, 28F3 IgG1.1 o un control de isotipo.

Los resultados se proporcionan en la Figura 60. Como se esperaba, se observo
un aumento en la proliferacion de linfocitos Teff cuando 28F3 se fijé a ambos linfocitos
Treg y Teff, y este efecto se mantuvo en la condicion en que 28F3 se pudo fijar solo a
linfocitos Teff. Por el contrario, cuando 28F3 solo pudo fijarse a linfocitos Treg, no
hubo un aumento en la proliferacion de Teff durante el control de isotipo. En cuanto al
isotipo, no hubo diferencia entre la Fc de IgG1 e IgG1.1 en las condiciones en las que
28F3 mostrd tener efecto. Esto coincide con los datos descritos anteriormente que
muestran que no es necesaria la reticulacién de Fc para el agonismo de anti-GITR. Si
se toman juntos, en este sistema, los anticuerpos anti-GITR actuan, en principio, a
través de su capacidad de modular la funcion de los linfocitos Teff y no a través de la
inhibicion de la capacidad supresora de linfocitos Treg. Sin embargo, esto no excluye
una funcién de sefializacion de GITR en linfocitos Treg in vivo, ya que los anticuerpos
anti-GITR pueden impulsar la proliferaciéon de linfocitos Treg o proporcionar una diana
especifica de Treg para ADCC o ADCP.

Ejemplo 22: Citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC)

Se evalud la actividad ADCC in vitro de 28F3.19G1f y 28F3.19G1.1f usando
células NK92/CD16 o células NK primarias como efectores, y se usaron como dianas
una variedad de células que expresan GITR.

Tres dias antes del ensayo, los linfocitos T CD4+ y CD8+ diana se aislaron

215



mediante seleccion negativa, y los Tregs se aislaron adicionalmente de los linfocitos T
CD4+ mediante seleccion positiva de CD25. Cada uno de los subconjuntos de
linfocitos T se estimuld durante 3 dias con microesferas de CD2/CD3/CD28 (Miltenyi
Biotec) para inducir la regulacion ascendente de GITR. Un dia antes del ensayo, se
aislaron células NK primarias de PBMC frescas mediante seleccion negativa (StemCell
Technologies, Inc) y se incubaron durante la noche en medio MyeloCult H5100
(StemCell) enriquecido con 5001U/ml de IL-2 recombinante (R&D Systems) y 1uM de
hidrocortisona (StemCell). ElI dia del ensayo, las células efectoras (células NK
primarias o NK92/CD16) se incubaron con linfocitos T activados etiquetados con
calceina AM en proporciones especificas de efector y diana en presencia de 1 ug/ml
de 28F3.1gG1f y 28F3.1gG1.1f.

Al usar células NK primarias o células NK92/CD16 como efectores, 28F3.1gG1
indujo la lisis de linfocitos Treg y efectores T CD4+ activados, aunque se observé
menos lisis de linfocitos T CD8+ activados (Figura 61). Como se esperaba,
28F3.1gG1.1 no medi6 ADCC de ninguna célula diana usando NK92 o células NK
primarias como efectores. Por lo tanto, 28F3.1gG1 indujo la lisis de linfocitos Treg y
efectores T CD4+ activados y, en menor medida, linfocitos T CD8+ activados, y el nivel
de lisis inducido por 28F3.1gG1 parece ser proporcional al nivel de expresion de GITR

en las células diana.

Ejemplo 23: Actividad del anticuerpo 28F3.1gG1 en ratones knock-in con GITR humano

Este Ejemplo muestra que 28F3.IgG1 y 28F3IgG1.1 tienen actividad
antitumoral en tumores MC38 en ratones C57BL/6 que tienen sistema inmunitario
humano y proteina de GITR humano, y la actividad antitumoral es mas fuerte con
28F3.1gG1.

Generacion de ratones knock-in con GITR humano: Los ratones C57BL/6 se
modificaron por ingenieria genética para expresar el dominio extracelular (ECD) de
GITR humano en lugar del dominio extracelular de GITR de raton, y las secuencias de
transmembrana y citoplasmatica se mantuvieron intactas. La expresion de GITR
quimérico de ratén/humano se confirmé mediante la tincion de células de bazo
activadas con anti-CD3/CD28 con un anticuerpo GITR humano.

Las células MC38 se cultivaron en medio DMEM con 10 % de suero bovino
fetal termoinactivado (FBS), 2 mM de L-glutamina, 4,5 g/l (45 %) de glucosa (10 ml/l) y
1 mM de piruvato de sodio (10 ml/l). Las células se dividieron 1:10 cada 2 dias. Se

usaron dos cohortes de ratones y, para ambas cohortes, se implantaron en forma
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subcutanea en el flanco derecho de cada ratén 0,75 millones de células MC38 en
0,2 ml de PBS, usando una jeringa de 1-cm® y una aguja de calibre 25 de media
pulgada. Para la cohorte 1, el dia 7 después de la implantacion, se aleatorizaron 40
ratones en 3 grupos de 12-13 ratones cada uno, de acuerdo con el volumen tumoral
(LxWxH/2). Todos los grupos tenian volumenes tumorales promedio de
aproximadamente 174 mm>?. Los dias 7, 10 y 14, se administré vehiculo de control o
mAb a 10 mg/kg. Para la cohorte 2, el dia 7 después de la implantacion, se
aleatorizaron 10 ratones en 2 grupos de 5 ratones cada uno, de acuerdo con el
volumen tumoral (LxWxH/2). Todos los grupos tenian volumenes tumorales promedio
de aproximadamente 69 mm*?. Los dias 7, 10 y 14, se administré vehiculo de control o
mAb 28F3.1lgG1 a 10 mg/kg.

Las administraciones a los ratones se hicieron por via intraperitoneal (IP) en las

concentraciones y fechas resumidas en la Tabla 9.

Tabla 9.
Grupos Dias después de la implantacion
Isotipo IgG1, 10 mg/kg 7,10y 14
28F3.1gG1, 10 mg/kg 7,10y 14
28F3.1gG1.1f, 10 mg/kg 7,10y 14

Los tumores y pesos corporales se midieron dos veces por semana hasta la
finalizacion del estudio. Los tumores se midieron en 3 dimensiones con un calibre
digital electronico Fowler (Model 62379-531; Fred V. Fowler Co., Newton, MA), y los
datos se registraron electronicamente usando el software StudyDirector de Studylog
Systems, Inc. (San Francisco del Sur, CA).

En este estudio de tumores, la cohorte 1 se termind el dia 52 después de la
implantacién. Se usé Microsoft Excel para calcular los valores de la media, la mediana
y la desviacion estandar (SD) de los volumenes tumorales y los pesos corporales. Los
valores de la media y la mediana se calcularon cuando el 100 % y, al menos, el 60 %
de los animales de estudio estaban en cada grupo de tratamiento, respectivamente.
Los tumores de los ratones de la cohorte 2 se recolectaron el dia 15.

Los resultados indican que, el dia 22 después de la implantacion del tumor, el
ultimo dia cuando todos los ratones del estudio estaban vivos, la dosis de 10 mg/kg de
28F3.1gG1 mostré6 un 67 % de inhibicion media del crecimiento tumoral (TGI) en
xenoinjertos MC38 en comparacion con el anticuerpo de control de isotipo. La

inhibicién del crecimiento tumoral se resume por grupo de tratamiento en la Tabla 10.
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Las curvas de crecimiento tumoral por grupo de tratamiento se muestran en Error!
Reference source not found. La media y la mediana de las curvas de crecimiento
tumoral por grupo de tratamiento se presentan en las Figuras 63A-63B. No hubo
toxicidad aparente en ningun grupo de tratamiento, ya que los cambios en la media y
la mediana del peso corporal fueron inferiores al 20 %. Los pesos corporales de los
ratones y los cambios con el transcurso del tiempo se muestran en las Figuras 64A-
64B.

Tabla 10.
Dia 22 Dia 25

Media del Mediana del
Grupo de tratamiento volumen TGl (%) volumen tumoral TGl (%)

tumoral (mm?®) (mm?®)
Isotipo IgG1, 10 mg/kg 1342 N/A 1790 A N/
28F3.1gG1, 10 mg/kg 447 67 380 79
28F3.1gG1.1f, 10 mg/kg 1049 22 1064 41

Los resultados muestran que 28F3.IgG1 tuvo un 67 % de inhibicién del
crecimiento tumoral (TGI), mientras que 28F3.1gG1.1f tuvo un 22 % de TGl el dia 22
después de la implantacién, lo cual indica que ambos anticuerpos redujeron el
crecimiento tumoral en el modelo de tumor MC38. Ademas, los resultados sugieren
que la fijacién a Fc por parte de 28F3.IgG1 mejora la potencia antitumoral en el
modelo de tumor MC38.

Para investigar el efecto que 28F3.IgG1 tiene sobre poblaciones de linfocitos T,
se recolectaron tejidos de 5 ratones en cada grupo de tratamiento el dia 15 después
de la implantacién. Se procesaron los bazos y los tumores en un disociador
gentleMACS Octo ™ (Miltenyi, San Diego, CA). Se tifieron suspensiones de células
simples para determinar marcadores de linfocitos T usando citometria de flujo (FACS).
Se detectd fluorescencia de los anticuerpos mediante citometria de flujo en Fortessa
(BD Biosciences, San Jose, CA), y los resultados se analizaron con el programa
informatico Flowjo (Flowjo, LLC, Ashland, OR).

Los resultados, que se muestran en las Figuras 65 y 66, muestran un
porcentaje reducido de linfocitos Treg, consistente con la reduccién en los ratones
tratados con 28F3.1I9G1 en relacion con el control de isotipo (Figura 65). Por el
contrario, hubo un aumento en el porcentaje de linfocitos T CD8+ en el grupo
28F3.1gG1 (Figura 66).

Por lo tanto, el control inmunitario en ratones tratados con 28F3.IlgG1 en
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comparacion con el control de isotipo sugiere que la TGl puede estar mediada por la

reduccién de Treg y un aumento en los linfocitos T CD8+.

Ejemplo 24: La reticulacion de 28F3.1gG1 aumenta su potencia

Este ejemplo muestra que la reticulacion de 28F3.lgG1 aumenta su potencia
para mejorar la secrecion de IFN-y en linfocitos T y promueve la proliferacion de
linfocitos T.

Los linfocitos T se cocultivaron con células CHO-OKT3 o CHO-OKT3-CD32a
hsh en presencia de varias concentraciones de anticuerpos anti-GITR o reactivos de

control, y se midieron los niveles de secrecion de interferén-y (IFN- y) y de

proliferacion celular. La linea celular CHO-OKT3-CD32 "

tiene un nivel muy alto de
receptor Fc CD32a y una expresién de OKT3 apenas mayor que su clon progenitor
CHO-OKT3.

El ensayo se llevd a cabo de la siguiente manera. Los linfocitos T
respondendores se obtuvieron de PBMC humanas aisladas mediante gradiente Ficoll
(Amersham Bioscience 17-1440-03) con el kit de aislamiento de linfocitos T CD4 (Life
technologies, Cat. 113.31D) y microesferas CD25 (Miltenyi, Cat. 130-092-983) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células CHO que expresan anti-CD3scFv
(OKT3) (CHO-OKT?3) o las células CHO que expresan anti-CD3scFv y CD32a, que se
lavaron dos veces con medio RPMI, se sometieron a irradiacién con una dosis de 50K
Rad. Las células se recolectaron y se volvieron a suspender en medio de cultivo
(RPMI-1640 enriquecido con 10 % de suero bovino fetal, 2mM de L-glutamina, 55 nM
de pB-Mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sodio y 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina) a 2,5 x 10°/ml. Se sembraron 2,5 x 10* células CHO y 1 x
10° linfocitos T por cavidad en una placa de cultivo tisular de fondo plano de 96
cavidades (Costar). Las células se incubaron con una titulacién cuadruple de 8 puntos
de anticuerpo GITR a partir de 20 pug/ml. Se agregé hlgG1 no relacionada a 20 pg/ml
como control de isotipo. Se incluyd una muestra con células solo para mostrar
actividad de referencia sin tratamiento. El sobrenadante de cada muestra se recolectod
el dia 3 para la medicién de IFN-y (kit ELISA para IFN-g humano BD optEIA; BD
Bioscience#555142). La proliferacion celular se evalué mediante la incorporacién de
3H-timidina durante las Ultimas 8 horas de incubacién. Los resultados, que se muestran
en las Figuras 67 y 68, indican que, en presencia de 28F3.1gG1, se segrega mas IFN-

high

y de los linfocitos T que se cocultivaron con CHO-OKT3-CD32a en relacion con

aquellos que se cocultivaron con células CHO-OKT3 (Figura 67). Como se esperaba,
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no se observo una diferencia significativa con el anticuerpo 28F3.1gG1.1f no efector,
que no se fijja a CD32a. Ademas, en presencia de 28F3.lgG1, se observdé mayor
proliferacién de linfocitos T en linfocitos T que se cocultivaron con CHO-OKT3-CD32a
hgh en relacion con aquellos que se cocultivaron con células CHO-OKT3; este efecto
no se observd con el anticuerpo 28F3.19G1.1f no efector (Figura 68). Por lo tanto, la
reticulacién de 28F3.IgG1 aumenta su potencia para mejorar la secrecion de IFN-y en
linfocitos T y promover la proliferacion de linfocitos T. Este efecto potenciador también
se observo en la proliferacion de linfocitos T con células CHO-OKT3 que expresan
niveles mas bajos de CD32a. GITR.6 g1.1f muestra niveles mas altos de IFN- y
cuando se reticula, en comparacion con cuando es soluble. Posiblemente, esto sea un
reflejo de un nivel apenas mas alto de OKT3 expresado en células CHO-OKT3-CD32a
Meh en relacién con células CHO-OKT3. El aumento observado con GITR.6 gif
reticulado es mayor que el observado con el isotipo inerte, lo cual sugiere un beneficio
de la reticulacion. La versién G1f promueve niveles altos de IFN- y incluso en dosis
bajas cuando los anticuerpos solubles demostraron poco agonismo con respecto al
fondo, lo cual sugiere también una funcion positiva de la reticulacion.

Por lo tanto, el anticuerpo 28F3.IgG1 y el anticuerpo 28F3.lgG1 no efector
estimulan la producciéon de IFN- y y estimulan la proliferacion de linfocitos T, sin
embargo, la reticulacién de 28F3.IgG1 aumenta adicionalmente su potencia para
mejorar la secrecién de IFN- y en linfocitos T y para promover la proliferacion de

linfocitos T.
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TABLA 11: SINTESIS DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ
ID

Descripcion

Secuencia

1

Isoforma 1 de GITR humano

MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGT
GTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCC
TTCRHHPCPPGQGVQSQGKEFSFGFQCIDCASGTFSGGHEGHCK
PWTDCTQFGFLTVEFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWLTVVLLA
VAACVLLLTSAQLGLHIWQLRSQCMWPRETQLLLEVPPSTEDA
RSCQFPEEERGERSAEEKGRLGDLWV

Isoforma 2 de GITR humano

MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGT
GTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCC
TTCRHHPCPPGQGVQSQGKFSFGFQCIDCASGTEFSGGHEGHCK
PWTDCCWRCRRRPKTPEAASSPRKSGASDROQRRRGGWETCGCE
PGRPPGPPTAASPSPGAPQAAGALRSALGRALLPWQOKWVQEG
GSDQRPGPCSSAAAAGPCRRERETQSWPPSSLAGPDGVGS

Isoforma 3 de GITR humano

MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGQRPTGGPGCGPGRLLLGT
GTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDPCC
TTCRHHPCPPGQGVQOSQGKFSFGFQCIDCASGTEFSGGHEGHCK
PWTDCTQFGFLTVEFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWLTVVLLA
VAACVLLLTSAQLGLHIWQLRKTQLLLEVPPSTEDARSCQFPE
EERGERSAEEKGRLGDLWV

GITR humano (maduro)

QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCS
EWDCMCVQPEFHCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKESFEGFEQ
CIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDCTQFGFLTVEPGNKTHNAVCV
PGSPPAEP

GITR de Macaca fascicularis

MCASGTLCCLALLCAASLGQRPTGGPGCGPGRLLLGTGKDARC
CRVHPTRCCRDYQGEECCSEWDCVCVQPEFHCGNPCCTTCQHH
PCPSGQGVQPQGKFEFSFGFRCVDCALGTFSRGHDGHCKPWTDCT
QFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPPGWLTIILLAVAACVL
LLTSAQLGLHIWQLRSQPTGPRETQLLLEVPPSTEDASSCQFP
EEERGERLAEEKGRLGDLWV

GITR-L humano

MTLHPSPITCEFLFSTALISPKMCLSHLENMPLSHSRTQGAQR
SSWKLWLFCSIVMLLFLCSESWLIFIFLOLETAKEPCMAKEGP
LPSKWOMASSEPPCVNKVSDWKLEILONGLYLIYGQVAPNANY
NDVAPFEVRLYKNKDMIQTLTNKSKIQNVGGTYELHVGDTIDL
IFNSEHQVLKNNTYWGIILLANPQEFTIS

Dominio constante de IgG1
humana

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Dominio constante de IgG1
humana (variante alotipica)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Dominio constante de IgG1
humana con mutaciones
L234A, L235E y G237A

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKV
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SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

10 Dominio constante de IgG1 | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
humana con mutaciones | GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
A330S y P331S HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
11 Dominio constante de | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
L234A, L235E, G237A, | BKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPK
A330S y P331S) PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKALPSST
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Regién constante de la | RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKY
IgG1 humana (CL) CEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
28F3 (VH) QVQOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
13 GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSS
14 28F3 (VL) ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOFNSYPYTFGQGTKLEIK
15 28F3 (cadena pesada de | OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
tipo silvestre de longitud | GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMNSL
completa) RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
L, . | GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSN
La region constante esta | .y pxryERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
subrayada TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
16 28F3 (cadena liviana de tipo ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
silvestre de longitud | PKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGTDETLT ISSLQPEDFATY
completa) YCQOFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
., , | YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
La region constante esta
subrayada
17 28F3.1gG1 (VH + IgG1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
18 28F3.1gG1.1 (VH + 1gG1.1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
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GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLEFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

19 28F3.1IgG1 (VL + CL) AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

20 28F3 VH CDR1 SYGMH

21 28F3 VH CDR2 VIWYEGSNKYYADSVKG

22 28F3 VH CDR3 GGSMVRGDYYYGMDV

23 28F3 VL CDR1 RASQGISSALA

24 28F3 VL CDR2 DASSLES

25 28F3 VL CDR3 QQFNSYPYT

26 19D3 (VH) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSS

27 19D3 (VL) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYNSYPYTFGQGT
KLEIK

28 19D3 (Cadena pesada de | OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGK

tipo silvestre de longitud | GLEWVAVIWYAGSNKFYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSL
completa) RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
L, , | VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNT
La region constante esta | yypyrryERKCCVECPPCPAPPVAGPSVELEPPKPKDTLMISRT
subrayada PEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNST
FRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK
29 19[x3(cadena|hﬂana de ﬁpo DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
silvestre de longitud | PKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDETLT ISSLQPEDFATY
completa) YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
L, , | YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC
La region constante esta
subrayada

30 19D3.1gG1 (VH + I1gG1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

31 19D3.1gG1.1 (VH + 1gG1.1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGK
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GLEWVAVIWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

32 19D3.1gG1 (VL + CL) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQOQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

33 19D3 VH CDR1 SYGFH

34 19D3 VH CDR?2 VIWYAGSNKFYADSVKG

35 19D3 VH CDR3 GGQLDYYYYYVMDV

36 19D3 VL CDR1 RASQGISSWLA

37 19D3 VL CDR2 AASSLQS

38 19D3 VL CDR3 QQYNSYPYT

39 18E10 (VH) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSS

40 18E10 (VL) DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIK

41 18E10 (Cadena pesada de | OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK

tipo silvestre de longitud | GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
completa) RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
L, , | VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNT
La region constante esta | i yryERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEPPKPKDTLMISRT
subrayada PEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK
42 18E10 (cadena liviana de | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
tlpo Sllvestre de Iongltud PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
completa) YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
. , | YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
La region constante esta
subrayada

43 18E10.1gG1 (VH + IgG1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

44 18E10.1I9gG1.1 (VH + IgG1.1) | QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK

GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
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RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSTIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

45 18E10.1lgG1 (VL + CL) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

46 18E10 VH CDR1 SYGMH

47 18E10 VH CDR2 VIWYAGSNKYYADSVKG

48 18E10 VH CDR3 GGRIAVAFYYSMDV

49 18E10 VL CDR1 RASQGISSWLA

50 18E10 VL CDR2 AASSLQS

51 18E10 VL CDR3 QQYNSYPYT

52 3C3 (VH) OVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSS

53 3C3 (VL1) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIK

54 3C3 (VL2) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCQQORSNWHTFGQGTKLEIK

55 3C3 (cadena pesada de tipo | QVQLQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWTWIRQPPGK

silvestre de longitud | GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
completa) AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
. , | VLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
La region constante estd | ¢oxscnrTRTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
subrayada VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK
56 3C3 L1 (cadena liviana 1 de | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
tipo silvestre de longitud | PKSLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
completa) YCQQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
., , | YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
La region constante esta
subrayada
57 3C3 L2 (cadena liviana 2 de | ETVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGOA
tipo silvestre de longitud | PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVY
completa) YCQQORSNWHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
s , | SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
La region constante esta
subrayada
58 3C3.1gG1 (VH + 1gG1) QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWTWIRQPPGK

GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPA
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VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

59

3C3.19G1.1 (VH + IgG1.1)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSTEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

60

3C3.IgG1 (VL1 + CL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQOKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

61

3C3IgG1.2 (VL2 + CL)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCQORSNWHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

62

3C3 VH CDR1

GYYWT

63

3C3 VH CDR2

KINHSGNTNYNPSLKS

64

3C3 VH CDR3

LGAFDAFDI

65

3C3 VL1 CDR1

RASQGISSWLA

66

3C3 VL1 CDR2

AASSLQOS

67

3C3 VL1 CDR3

QQYNSYPYT

68

3C3 VL2 CDR1

RASQGVSSYLA

69

3C3 VL2 CDR2

DASNRAT

70

3C3 VL2 CDR3

QQRSNWHT

71

2G6 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSS

72

2G6 (VL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQOKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQYNSYPYTFGQGTKLEIK

73

2G6 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFEYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

74

2G6 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
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La region constante esta
subrayada

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

75

2G6.IgG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

76

2G6.1gG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

77

2G6.IgG1 (VL + CL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

78

2G6 VH CDR1

DYGMH

79

2G6 VH CDR2

VIWYDGSNKEYVDSVKG

80

2G6 VH CDR3

GGRLATGHFYYVMDV

81

2G6 VL CDR1

RASQGISSWLA

82

2G6 VL CDR2

AASSLQOS

83

2G6 VL CDR3

QQYNSYPYT

84

8A6 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLFEFYYGMDVWGQGTTVTVSS

85

8A6 (VL)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOOFNSYPYTFGQGTKLEIK

86

8A6 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

87

8A6 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOOFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVETIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
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La region constante esta
subrayada

YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

88

8A6.IgG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMQOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

89

8A6.IgG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

90

8A6.19G1 (VL + CL)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATY
YCQOFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

91

8A6 VH CDR1

SYGMOQ

92

8A6 VH CDR2

VIWYEGSNKYYADSVKG

93

8A6 VH CDR3

GGLMVRGLFYYGMDV

94

8A6 VL CDR1

RASQGISSALA

95

8A6 VL CDR2

DASSLES

96

8A6 VL CDR3

QOFNSYPYT

97

9G7 (VH)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSS

98

9G7 (VL1)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIK

99

9G7 (VL2)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPERFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQOQYGSSPITFGQGTRLEIK

100

9G7 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLEPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

101

9G7 L2 (cadena liviana 2 de
tipo silvestre de longitud

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPERFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
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completa)

La region constante esta
subrayada

YYCQOQYGSSPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

102

9G7.IgG1 (VH + IgG1)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

103

9G7.1gG1.1 (VH + IgG1.1)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGREFTISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

104

9G7.IgG1 (VL1 + CL)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQOQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

105

9G7.lgG1.2 (VL2 + CL)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPERFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQOQYGSSPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

106

9G7 VH CDR1

TVWMS

107

9G7 VH CDR2

RIKSKTDGGTTDYAAPVKG

108

9G7 VH CDR3

GQLIPYSYYYGMDV

109

9G7 VL1 CDR1

RASQSVSSSYLA

110

9G7 VL1 CDR2

GASSRAT

111

9G7 VL1 CDRS3

QQYGSSPWT

112

9G7 VL2 CDR1

RASQSVTSSYLA

113

9G7 VL2 CDR2

GASSRAT

114

9G7 VL2 CDR3

QQYGSSPIT

115

14E3 (VH)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSS

116

14E3 (VL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQYNSYPPTFGQGTKVEIK

117

14E3 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La region constante esta

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
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subrayada

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

118

14E3 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQOKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQYNSYPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

119

14E3.1gG1 (VH + IgG1)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

120

14E3.1gG1.1 (VH + IgG1.1)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

121

14E3.1gG1 (VL + CL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQOKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATY
YCQQYNSYPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

122

14E3 VH CDR1

GYYWS

123

14E3 VH CDR2

EINHSGNTYYNPSLKS

124

14E3 VH CDR3

FGSNDAFDI

125

14E3 VL CDR1

RASQGISSWLA

126

14E3 VL CDR2

AASSLQOS

127

14E3 VL CDR3

QQYNSYPPT

128

19H8 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSS

129

19H8 (VL1)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQOFNSYPQTFGQGTKVEIK

130

19H8 (VL2)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCQORSNWPLTEFGGGTKVEIK

131

19H8 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
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completa)

La region constante esta
subrayada

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

132

19H8 L1 (cadena liviana 1
de tipo silvestre de longitud
completa)

La regidbn constante esta
subrayada

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOOFNSYPQTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

133

19H8 L2 (cadena liviana 2
de tipo silvestre de longitud
completa)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCQORSNWPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

134

19H8.1gG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

135

19H8.1gG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

136

19H8.1gG1 (VL1 + CL)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKFLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQOFNSYPQTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

137

19H8.1gG1.2 (VL2 + CL)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQOKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCOORSNWPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

138

19H8 VH CDR1

NYGMH

139

19H8 VH CDR2

VIWYGGSNKFYADSVKG

140

19H8 VH CDR3

GGAMVRGVYYYGMDV

141

19H8 VL1 CDR1

RASQGISSALA

142

19H8 VL1 CDR2

DASSLES

143

19H8 VL1 CDR3

QQOFNSYPQT
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144

19H8 VL2 CDR1

RASQSVSSYLA

145

19H8 VL2 CDR2

DASNRAT

146

19H8 VL2 CDR3

QORSNWPLT

147

Secuencia de nucledtidos de
28F3 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGAAGGAAGTAATA
AATATTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGA
GTATGGTTCGGGGGGACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

148

Secuencia de nucledtidos de
28F3 (VL)

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

149

Secuencia de nucleétidos de
28F3 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGAAGGAAGTAATA
AATATTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGA
GTATGGTTCGGGGGGACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGG
CACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG
ACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA

150

Secuencia de nucledtidos de
28F3 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
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La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT

GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG

CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA

CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC

TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG

AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT

GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

151

Secuencia de nucledtidos de
28F3.1gG1 (VH + 1gG1)

caggtgcagc
ctgggaggtc
caccttcagt
ccaggcaagg
aaggaagtaa
attcaccatc
ctgcaaatga
attactgtgc
ctactacggt
accgtctcct
ccctggcacc
ggccctggge
gtgacggtgt
tgcacacctt
ctccctcagce
ggcacccaga
gcaacaccaa
tgacaaaact
ctcctggggg
ccaaggacac
atgcgtggtg
aagttcaact
ccaagacaaa
ccgtgtggtce
ctgaatggca
ccctcececcage
agggcagccc
tccecgggagg
gcctggtcaa
gtgggagagc
acgcctcccg
atagcaagct
gaacgtcttc
aaccactaca

ga

tggtggagtc
cctgagactc
agctatggca
ggctggagtg
taaatattat
tccagagaca
acagcctgag
gagagggggg
atggacgtct
cagctagcac
ctcctccaag
tgcctggtca
cgtggaactc
cccggcetgtce
agcgtggtga
cctacatctg
ggtggacaag
cacacatgcc
gaccgtcagt
cctcatgatc
gtggacgtga
ggtacgtgga
gccgcgggag
agcgtcctca
aggagtacaa
ccccatcgag
cgagaaccac
agatgaccaa
aggcttctat
aatgggcagc
tgctggactc
caccgtggac
tcatgctccg
cgcagaagag

tgggggaggc gtggtccage
tcctgtgcag cgtctggatt
tgcactgggt ccgccaggct
ggtggcagtt atatggtatg
gcagactccg tgaagggccg
attccaagaa cacgctgtat
agccgaggac acggctgtgt
agtatggttc ggggggacta
ggggccaagg gaccacggtc

caagggccca
agcacctctg
aggactactt
aggcgccctg
ctacagtcct
ccgtgccctce
caacgtgaat
agagttgagc
caccgtgccc
cttcctcecttce
tcccggaccce
gccacgaaga
cggcgtggag
gagcagtaca
ccgtcctgea
gtgcaaggtc
aaaaccatct
aggtgtacac
gaaccaggtc
cccagcgaca
cggagaacaa
cgacggctcc

tcggtcttcce
ggggcacagc
ccccgaaccg
accagcggcg
caggactcta
cagcagcttg
cacaagccca
ccaaatcttg
agcacctgaa
cccccaaaac
ctgaggtcac
ccctgaggtce
gtgcataatg
acagcacgta
ccaggactgg
tccaacaaag
ccaaagccaa
cctgccccca
agcctgacct
tcgccgtgga
ctacaagacc
ttcttectet

aagagcaggt ggcagcaggg
tgatgcatga ggctctgcac
cctctcecctg tccecccecgggtt

152

Secuencia de nucledtidos de
28F3.1gG1.1 (VH + 1gG1.1)

caggtgcagc
ctgggaggtc
caccttcagt
ccaggcaagg
aaggaagtaa
attcaccatc
ctgcaaatga
attactgtgc
ctactacggt
accgtctcct
ccctggcacc
ggccctggge
gtgacggtgt
tgcacacctt
ctccctcagce

tggtggagtc
cctgagactc
agctatggca
ggctggagtg
taaatattat
tccagagaca
acagcctgag
gagagggggg
atggacgtct
cagctagcac
ctcctccaag
tgcctggtca
cgtggaactc
cccggcectgtce

agcgtggtga

tgggggaggc gtggtccagce
tcctgtgcag cgtctggatt
tgcactgggt ccgccaggct
ggtggcagtt atatggtatg
gcagactccg tgaagggccg
attccaagaa cacgctgtat
agccgaggac acggctgtgt
agtatggttc ggggggacta

ggggccaagg gaccacggtc
caagggccca tcggtcttcce

agcacctctg ggggcacagc
aggactactt ccccgaaccg
aggcgccctg accagcggcg
ctacagtcct caggactcta
ccgtgccctce cagcagcttg
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ggcacccaga
gcaacaccaa
tgacaaaact
gccgaagggg
ccaaggacac
atgcgtggtyg
aagttcaact
ccaagacaaa
ccgtgtggtce
ctgaatggca
ccctcccaag
agggcagccc
tcccgggagg
gcctggtcaa
gtgggagagc
acgcctcccg
atagcaagct
gaacgtcttc
aaccactaca

ga

cctacatctg
ggtggacaag
cacacatgcc
ccccgtcecagt
cctcatgatc
gtggacgtga
ggtacgtgga
gccgcegggag
agcgtcctca
aggagtacaa
cagcatcgag
cgagaaccac
agatgaccaa
aggcttctat
aatgggcagc
tgctggactc
caccgtggac
tcatgctccg

cgcagaagag

caacgtgaat
agagttgagc
caccgtgccc
cttcctettce
tccecggaccce
gccacgaaga
cggcgtggag
gagcagtaca
ccgtcctgca
gtgcaaggtc
aaaaccatct
aggtgtacac
gaaccaggtc
cccagcgaca
cggagaacaa
cgacggctcc

cacaagccca
ccaaatcttg
agcacctgaa
cccccaaaac
ctgaggtcac
ccctgaggtce
gtgcataatg
acagcacgta
ccaggactgg
tccaacaaag
ccaaagccaa
cctgccceccea
agcctgacct
tcgccgtgga
ctacaagacc
ttcttectet

aagagcaggt ggcagcaggg
tgatgcatga ggctctgcac
cctctcecctg tccecccecgggtt
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Secuencia de nucledtidos de
28F3.1gG1 (VL + CL)

gccatccagt
ctgtaggaga
gggcattagc
gggaaagctc
tggaaagtgg
tgggacagat
gaagattttg
acccgtacac
acgtacggtg
tctgatgagce
gcctgctgaa
gtggaaggtg
gagagtgtca
gcctcagcag
gaaacacaaa
ctgagctcgce

tgacccagtc
cagagtcacc
agtgctttag
ctaagctcct
ggtcccatca
ttcactctca
caacttatta
ttttggccag
gctgcaccat
agttgaaatc
taacttctat
gataacgccc
cagagcagga
caccctgacg
gtctacgcct
ccgtcacaaa

tccatcctece ctgtctgcat
atcacttgcc gggcaagtca
cctggtatca gcagaaacca
gatctatgat gcctccagtt
aggttcagcg gcagtggatc
ccatcagcag cctgcagcct
ctgtcaacag tttaatagtt
gggaccaagc tggagatcaa
ctgtcttcat cttcccgcecca
tggaactgcc tctgttgtgt
cccagagagg ccaaagtaca
tccaatcggg taactcccag
cagcaaggac agcacctaca
ctgagcaaag cagactacga
gcgaagtcac ccatcagggc
gagcttcaac aggggagagt

gttag

154

Secuencia de nucledtidos de
19D3 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAACCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCTTCCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTA
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGAC
AGTTGGACTACTACTACTATTACGTTATGGACGTCTGGGGCCA
AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

155

Secuencia de nucledtidos de
19D3 (VL)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

156

Secuencia de nucledtidos de
19D3 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAACCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCTTCCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
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La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTA
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGAC
AGTTGGACTACTACTACTATTACGTTATGGACGTCTGGGGCCA
AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCA
TCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGA
GCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
ACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCAC
CCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCC
CACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCT
CTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACG
TTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGC
TGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCT
CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACT
CCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCC
TGTCTCCGGGTAAA

157

Secuencia de nucledtidos de
19D3 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

158

Secuencia de nucledtidos de
18E10 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGC
GTATAGCAGTGGCCTTCTACTACAGTATGGACGTCTGGGGCCA
AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

159

Secuencia de nucledtidos de
18E10 (VL)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA
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160

Secuencia de nucleétidos de
18E10 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGC
GTATAGCAGTGGCCTTCTACTACAGTATGGACGTCTGGGGCCA
AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCA
TCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGA
GCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
ACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCAC
CCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCC
CACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCT
CTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACG
TTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGC
TGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCT
CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACT
CCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCC
TGTCTCCGGGTAAA

161

Secuencia de nucledtidos de
18E10 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

162

Secuencia de nucledtidos de
3C3 (VH)

CAGGTGCAACTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTT
CAGTGGTTACTACTGGACCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGATTGGGAAAATCAATCATAGTGGAAACACCA
ACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGA
CACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACTGGGGGCCT
TTGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGT
CTCTTCA

163

Secuencia de nucledtidos de
3C3 (VL1)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
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CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

164

Secuencia de nucledtidos de
3C3 (VL2)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGGGTGT
TAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCA
TCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGCCTGGGACAGACTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
TACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCACACTTTTGGCCAGGGGA
CCAAGCTGGAGATCAAA

165

Secuencia de nucleétidos de
3C3 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAACTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTT
CAGTGGTTACTACTGGACCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGATTGGGAAAATCAATCATAGTGGAAACACCA
ACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGA
CACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACTGGGGGCCT
TTGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGT
CTCTTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTT
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGG
TCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGC
CCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGA
CCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
TCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAG
GTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA

166

Secuencia de nucledtidos de
3C3 L1 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
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GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

167

Secuencia de nucledtidos de
3C3 L2 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGGGTGT
TAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCA
TCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGCCTGGGACAGACTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
TACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCACACTTTTGGCCAGGGGA
CCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTT
CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCC
TCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCA
AAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTC
CCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

168

Secuencia de nucledtidos de
2G6 (VH)

CAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCATCTT
GAGTGACTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGACTGGAGTGGGTGACAGTTATCTGGTATGATGGAAGTAATA
AATTCTATGTAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGTTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGTCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGAC
GTCTAGCAACAGGTCACTTCTACTACGTTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

169

Secuencia de nucledtidos de
2G6 (VL)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

170

Secuencia de nucleétidos de
2G6 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCATCTT
GAGTGACTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGACTGGAGTGGGTGACAGTTATCTGGTATGATGGAAGTAATA
AATTCTATGTAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGTTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGTCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGAC
GTCTAGCAACAGGTCACTTCTACTACGTTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGG
CACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG
ACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
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AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA

171

Secuencia de nucledtidos de
2G6 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

172

Secuencia de nucledtidos de
8A6 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCAGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGAAGGAAGTAATA
AATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGAAAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGCGGTC
TTATGGTTCGGGGTCTCTTCTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCAC CGTCTCCTCA

173

Secuencia de nucledtidos de
8A6 (VL)

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGTTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

174

Secuencia de nucledtidos de
8A6 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCAGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGAAGGAAGTAATA
AATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGAAAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGCGGTC
TTATGGTTCGGGGTCTCTTCTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGG
CACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG
ACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
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ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA

175

Secuencia de nucledtidos de
8A6 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGTTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

176

Secuencia de nucledtidos de
9G7 (VH)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTAAAGCCTG
GGGGGTCCCTTAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTT
CAGTACCGTCTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGGTTGGCCGTATTAAAAGCAAAACTGATGGTG
GGACAACAGACTACGCTGCACCCGTGAAAGGCAGATTCACCAT
CTCAAGAGATGATTCAAAAAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGCACACCGAGGACACAGCCGTGTATTACTGTACCACAG
GGCAGCTGATCCCTTACTCCTACTACTACGGTATGGACGTCTG
GGGCCAAGGGACCTCGGT CACCGTCTCCTCA

177

Secuencia de nucledtidos de
9G7 (VL1)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAG
GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG
TATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTGGACGTTCGGCC
AAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

178

Secuencia de nucledtidos de
9G7 (VL2)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TACCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAG
GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGAGAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG
TATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGATCACCTTCGGCC
AAGGGACACGACTGGAGATTAAA

179

Secuencia de nucledtidos de
9G7 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTAAAGCCTG
GGGGGTCCCTTAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTT
CAGTACCGTCTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGGTTGGCCGTATTAAAAGCAAAACTGATGGTG
GGACAACAGACTACGCTGCACCCGTGAAAGGCAGATTCACCAT
CTCAAGAGATGATTCAAAAAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGCACACCGAGGACACAGCCGTGTATTACTGTACCACAG
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subrayada

GGCAGCTGATCCCTTACTCCTACTACTACGGTATGGACGTCTG
GGGCCAAGGGACCTCGGTCACCGTCTCCTCAGCTTCCACCAAG
GGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCT
CCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTT
CCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACC
AGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGAC
TCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTT
GGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCC
CATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATC
AGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATC
TCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
AGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGT
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAA
CAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT
GGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCG
TGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAAC
CGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGA
GCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAA

180

Secuencia de nucledtidos de
9G7 L2 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TACCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAG
GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGAGAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG
TATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGATCACCTTCGGCC
AAGGGACACGACTGGAGATTAAACGAACTGTGGCTGCACCATC
TGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGG
TAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGG
CCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

181

Secuencia de nucledtidos de
9G7 L1 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAG
GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG
TATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTGGACGTTCGGCC
AAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATC
TGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGG
TAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGG
CCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

182

Secuencia de nucledtidos de
14E3 (VH)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTT
CAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGATTGGAGAAATCAATCATAGTGGAAACACCT
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ACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGCGTCACCATATCAGTAGA
CACGTCCAAGAACCAGTTATCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGATTTGGGAGTA
ATGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGT
CTCTTCA

183

Secuencia de nucledtidos de
14E3 (VL)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCTCCGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAA

184

Secuencia de nucleétidos de
14E3 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTT
CAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAG
GGGCTGGAGTGGATTGGAGAAATCAATCATAGTGGAAACACCT
ACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGCGTCACCATATCAGTAGA
CACGTCCAAGAACCAGTTATCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGATTTGGGAGTA
ATGATGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGT
CTCTTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTT
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGG
TCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGC
CCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGA
CCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
TCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAG
GTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA

185

Secuencia de nucledtidos de
14E3 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTAT
TAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCC
CCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCTCCGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
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GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

186

Secuencia de nucledtidos de
19H8 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAACTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGATGGCAGTTATATGGTATGGTGGAAGTAATA
AATTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACTCGCTGTCTCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGG
CTATGGTTCGGGGAGTCTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCAC CGTCTCCTCA

187

Secuencia de nucledtidos de
19H8 (VL1)

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGTTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCTCAGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAA

188

Secuencia de nucledtidos de
19H8 (VL2)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCA
TCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
TACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCGCTCACTTTCGGCGGAG
GGACCAAGGTGGAGATCAAA

189

Secuencia de nucledtidos de
19H8 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAACTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGATGGCAGTTATATGGTATGGTGGAAGTAATA
AATTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACTCGCTGTCTCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGG
CTATGGTTCGGGGAGTCTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGG
CACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG
ACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA
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190

Secuencia de nucleétidos de
19H8 L1 (cadena liviana de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGTTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCTCAGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

191 Secuencia de nucleodtidos de | GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTC
19H8 L2 (cadena liviana de | CAGGGGAARGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
tipo silvestre de longitud | TAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGARACCTGGCCAGGCT
completa) CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCA

TCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAC
_ . TCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
La secuencia que codifica 1a | racTGTcAGCAGCGTAGCAACTGGCCGCTCACTTTCGGCGGAG
region  constante = esta | GGACCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
subrayada CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

192 |[VH 3-33 (28F3, 18E10, | QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVROAPGK

19D3, 2G6, 8A6, 19H8) GLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCAR
193 | VH 3-10 (28F3, 8A6) MVRG
194 | VH 3-10 (9G7) YYYG
195 | VH 3-10 (19H8) YYY
196 VH JH6 (28F3, 19H8) YYYGMDVWGQGTTVTVSS
197 VH JH6 (18E10, 2G6, 8A6) YYGMDVWGQGTTVTVSS
198 | VH JH6 (19D3, 9G7) YYYYYGMDVWGQGTTVTVSS
199 | VH 6-19 (18E10) IAVA
200 | VH 3-16 (19D3) DY
201 | VH 4-34 (3C3, 14E3) QVQLOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCAR

202 VH JH3 (3C3, 14E3) DAFDIWGQGTMVTVSS

203 | VH 3-15 (9G7) EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLKTEDTAVYYCTT

204 |VL L18 (28F3, 8A6, | ALOLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQOKPGKA
19H8VK1) PKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY

YCQQFNNY

205 VL JK2 (28F3, 18E10, 19D3, | YTFGQGTKLEIK
3C3VK1, 8A6, 2G6)

206 | VL JK2 (3C3VK2) TFGQGTKLEIK

207 |VL L15 (18E10, 19D3, | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQOKPEKA

3C3VK1, 2G6, 14E3)

PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQYNSY
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208

VL L20 (3C3VK2)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCOQORSNW

209

VL A27 (9G7VK1, 9G7VK2)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQYGSS

210

VL JK1 (9G7VK1)

WTFGQGTKVEIK

211

VL JK1 (14E3, 19H8VK1)

TFGQGTKVEIK

212

VL JK5 (9G7VK2)

ITFGQGTRLEIK

213

VL L6 (19H8VK2)

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
YCQORSNW

214

VL JK4 (19H8VK2)

LTFGGGTKVEIK

215

Epitopo de GITR

QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGE

216

Epitopo de GITR

QORPTGGPGCGPGRLLLGTGT

217

Epitopo de GITR (region 1)

PTGGPGCGPGRLLLGTGT

218

Epitopo de GITR (region 2)

CRDYPGEE

219

Ligador peptidico

PVGVV

220

Terminales C de la cadena
pesada

LSPGK

221

Region constante de G2

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTI
SKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

222

Region constante de

G2(C2199)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTI
SKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

223

Regién constante modificada
de G2.g1

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

224

Regién constante modificada
de G2.g1.1

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

225

Region constante modificada
de G2(C219S).91

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT

245




ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

226

Regién constante modificada
de G2(C219S).g1.1

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

15

28F3 (VH + G2) o
28F3-gG2

SEQ ID NO: 15

227

28F3 (VH + G2(C219S)) o
28F3-1gG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

228

28F3 (VH + G2.g1) 0
28F3-1gG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

229

28F3 (VH + G2.g1.1) 0
28F3-1gG2-gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

230

28F3 (VH + G2(C219S).g1)
(0]
28F3-1gG2-C219S-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

231

28F3 (VH +

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK

246




G2(C219S).g1.1) o
28F3-1gG2-C219S-1gG1.1

GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

28

19D3 (VH + G2) o
19D3-IgG2

SEQ ID NO: 28

232

19D3 (VH + G2(C219S)) o
19D3-gG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
FRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

233

19D3 (VH + G2.g1) 0
19D3-1gG2-19G1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVITVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

234

19D3 (VH + G2.g1.1) o
19D3-IgG2-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVITVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

235

19D3 (VH + G2(C219S).g1)
(0]
19D3-gG2-C219S-IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

236

19D3 (VH +
G2(C219S).g1.1) 0

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGFHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL

247




19D3-1gG2-C219S-1gG1.1

RAEDTAVYYCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

41

18E10 (VH + G2) o
18E10-19G2

SEQ ID NO: 41

237

18E10 (VH + G2(C219S)) o
18E10-lgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNST
FRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

238

18E10 (VH + G2.g1) 0
18E10-IgG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

239

18E10 (VH + G2.g1.1) 0
18E10-1gG2-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVITVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

240

18E10 (VH + G2(C219S).g1)
(0]
18E10-1gG2-C219S-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

241

18E10 (VH +
G2(C219S).g1.1) 0
18E10-1gG2-C219S-IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVITVSSASTKGP

248




SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

242

3C3 (VH + G2) o
3C3-1gG2

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSV
LTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

243

3C3 (VH + G2(C219S)) o
3C3-1gG2-C219S

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTEFRVVSV
LTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

244

3C3 (VH + G2.g1) o
3C3-1gG2-1gG1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG

245

3C3 (VH + G2.g1.1) o
3C3-1gG2-1gG1.1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQEFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

246

3C3 (VH + G2(C219S).g7) o
3C3-1gG2-C219S-1gG1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQEFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTC

249




VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG

247

3C3 (VH + G2(C219S).g1.1)
(0]
3C3-1gG2-C219S-1gG1.1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWTWIRQPPGK
GLEWIGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARLGAFDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

248

2G6 (VH + G2) o
2G6-gG2

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

249

2G6 (VH + G2(C219S)) o
2G6-IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

250

2G6 (VH + G2.g1) o
2G6-1gG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

251

2G6 (VH + G2.g1.1) 0
2G6-1gG2-gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

250




GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

252

2G6 (VH + G2(C219S).g1) o
2G6-1gG2-C219S-gG1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

253

2G6 (VH + G2(C219S).g1.1)
(0]
2G6-1gG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGK
GLEWVTVIWYDGSNKEYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RVEDTAVYYCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

86

8A6 (VH + G2) 0
8A6-1gG2

SEQ ID NO: 86

254

8A6 (VH + G2(C219S)) o
8A6-1gG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLFEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

255

8A6 (VH + G2.g1) 0
8A6 -1gG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

256

8A6 (VH + G2.g1.1) o
8A6 -IgG2-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV

251




MHEALHNHYTQKSLSLSPG

257

8A6 (VH + G2(C219S).g1) o
8A6-IgG2-C219S-19G1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

258

8A6 (VH + G2(C219S).g1.1)
(0]
8A6-1gG2-C219S-IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTEFSSYGMOWVRQAPGK
GLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRFTISRENSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGLMVRGLEFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

259

9G7 (VH + G2) o
9G7-1gG2

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGREFTISRDDSKNTLYLOQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFEN
STFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

260

9G7 (VH + G2(C219S)) o
9G7-1gG2-C219S

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

261

9G7 (VH + G2.g1) o
9G7-1gG2-gG1

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

262

9G7 (VH + G2.g1.1) 0
9G7-1gG2-1gG1.1

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN

252




SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

263

9G7 (VH + G2(C219S).g1) o
9G7-19G2-C219S-gG1

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

264

9G7 (VH + G2(C219S).g1.1)
(0]
9G7-1gG2-C219S-1gG1.1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTFSTVWMSWVRQAPGK
GLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGREFTISRDDSKNTLYLOQMN
SLHTEDTAVYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

265

14E3 (VH + G2) 0
14E3-1gG2

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSV
LTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

266

14E3 (VH + G2(C219S)) o
14E3-1gG2-C219S

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSV
LTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

267

14E3 (VH + G2.g1) o
14E3-19G2-gG1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV

253




ERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG

268

14E3 (VH + G2.g1.1) 0
14E3-19G2-1gG1.1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

269

14E3 (VH + G2(C219S).g1)
(0]
14E3-1gG2-C219S-1gG1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG

270

14E3 (VH +
G2(C219S).g1.1) 0
14E3-19G2-C219S-IgG1.1

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSEFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVT
AADTAVYYCARFGSNDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV
ERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

131

19H8 (VH + G2) o
19H8-1gG2

SEQ ID NO: 131

271

19H8 (VH + G2(C219S)) o
19H8-1gG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKEFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

272

19H8 (VH + G2.g1) 0
19H8-IgG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKEFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS

254




RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

273

19H8 (VH + G2.g1.1) o
19H8-1gG2-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

274

19H8 (VH + G2(C219S).g1)
(0]
19H8-1gG2-C219S-IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

275

19H8 (VH n
G2(C219S).g1.1) 0
19H8-1gG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSNYGMHWVRQAPGK
GLEWMAVIWYGGSNKEFYADSVKGRFTISRDNSKNSLSLOMNSL
RAEDTAVYYCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

276

Terminales C de la cadena
pesada

LSPG

277

278

CH1 de IgG1 humana de
tipo silvestre

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKV

279

CH1 de 1gG2 humana de
tipo silvestre

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTV

280

CH2 de IgG1 humana de
tipo silvestre

PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAK

281

CH2 de IgG1 humana con
A330S/P331S

PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPSSIEKTISKAK

282

CH3 de IgG1 humana de
tipo silvestre

GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

283

lgG1-1gG2-IgG1f

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS

255




GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

284

IgG1-IgG2CS-IgG1f

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

285

IgG1-1gG2-IgG1.1f

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRREMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

286

IgG1-1gG2CS-IgG1.1f

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

287

IgG1-1gG2-1gG1f2

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

288

IgG1-IgG2(C219S)-1gG1f2

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

289

IgG2-1gG1f2

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

290

IgG2(C219S)-IgG1f2

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDT

256




LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

291 Bisagra de 1gG2 humana | ERKCCVECPPCPAPPVAG
WT

292 | Bisagra de 1gG2 humana | ERKSCVECPPCPAPPVAG
con C219S

293 Bisagra de |gG2/|gG1 ERKCCVECPPCPAPELLGG

294 | Bisagra de I|gG2 | ERKSCVECPPCPAPELLGG
(C219S)/1gG1

295 Bisagra de IgG1 humana de | EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
tipo silvestre

296 | Bisagra de IgG1.1 | EPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGA
(L234A/L235E/G237A)

297 | CH2 de 1gG2 humana de | PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVD
tipo silvestre GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKE YKCKV

SNKGLPAPTEKTISKTK

298 | CH3 de IgG2 humana de | GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES

tipo silvestre NGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

299 | Terminal C Cu1 de IgG1 | VDKRV
(igual para 1gG3 (17-15-15-
15), igG3 (17-15-15), 1gG3
(17-15), 1gG3 (15-15-15),
IgG3 (15) e 1IgG4

300 | Terminal C Cy1 de IgG2 VDKTV

301 Bisagra superior de IgG1 EPKSCDKTHT

302 | Bisagra superior de |gG3 | ELKTPLGDTTHT
(17-15-15-15) (igual para
IgG3 (17-15-15) e I1gG3 (17-
15))

303 | Bisagra superior de IgG3 | EPKS
(15-15-15) (igual para
1gG3(15))

304 | Bisagra superior de IgG4 ESKYGPP

305 | Bisagra intermedia de 1gG1 CPPCP

306 | Bisagra intermedia de IgG2 | CCVECPPCP

307 | Bisagra intermedia de IgG3 | CPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP) 5
(17-15-15-15)

308 | Bisagra intermedia de IgG3 | CPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)
(17-15-15)

309 | Bisagra intermedia de IgG3 | CPRCPEPKSCDTPPPCPRCP
(17-15)

310 | Bisagra intermedia de IgG3 | CDTPPPCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP) ,
(15-15-15)

311 Bisagra intermedia de 1gG3 | CDTPPPCPRCP
(15)

312 | Bisagra intermedia de IgG4 | CPSCP

313 | Bisagra inferior de IgG1 | APELLGG

(igual para 1gG3 (17-15-15-
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15), 1gG3 (17-15-15), 1gG3
(17-15), 1gG3 (15-15-15),
IgG3 (15) e IgG4)

314

Bisagra inferior de 1gG2

APPVAG

315

Secuencia de senal VH de
28F3 (igual para 18E10,
19D3, 19H8, 6G10)

MEFGLSWVFLVALLRGVQC

316

Secuencia de sefial VH de
28F3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAA
GAGGTGTCCAGTGT

317

Secuencia de sefial VL de
28F3 (igual para 18E10,
8A6, 19H8VL1, 6G10)

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC

318

Secuencia de senal VL de
28F3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGC
TCTGGCTCCCAGGTGCCAGAT

319

Secuencia de sefial VL de
19D3

MRVLAQLLGLLLLCFPGARC

320

Secuencia de senal VL de
19D3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGTT
TCCCAGGTGCCAGATGT

321

Secuencia de senal VH de
3C3 (igual para 14E3)

MKHLWFFLLLVAAPRWVLS

322

Secuencia de sefial VH de
3C3 (secuencia de
nucleotidos)

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTCCTGGTGGCAGCTCCCA
GATGGGTCCTGTCC

323

Secuencia de sefial VL de
3C3 (igual para 14E3)

MDMRVLAQLLGLLLLCEPGARC

324

Secuencia de senal VL de
3C3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGC
TCTGTTTCCCAGGTGCCAGATGT

325

Secuencia de sefial VL2 de
3C3 (igual para 19H8 VL2)

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG

326

Secuencia de senal VL2 de
3C3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGC
TCCCAGATACCACCGGA

327

Secuencia de senal VH de
8A6

MEFGLNWVEFLVALLRGVQC

328

Secuencia de sefal VH de
8A6 (secuencia de
nucleotidos)

ATGGAGTTTGGGCTGAACTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAA
GAGGTGTCCAGTGT

329

Secuencia de senal VH de
9G7

MEFGLSWIFLAATILKGVQC

330

Secuencia de senal VH de
9G7 (secuencia de
nucleotidos)

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGATTTTCCTTGCTGCTATTTTAA
AAGGTGTCCAGTGT

331

Secuencia de sefal VL1 y
VL2 de 9G7

METPAQLLFLLLLWLPDTTG

332

Secuencia de sefal VL1 y
VL2 de 9G7 (secuencia de
nucleétidos)

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGC
TCCCAGATACCACCGGA
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333

Secuencia de senal VH de
14E3

MKHLWFFLLLVAAPRWVLS

334

Secuencia de sefial VH de
14E3 (secuencia de
nucleétidos)

ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTCCTGGTGGCAGCTCCCA
GATGGGTCCTGTCC

335

6G10 (VH)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSS

336

6G10 (VL)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKLLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOOFNSYPYTFGQGTKLEIK

337

6G10 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

338

6G10 (cadena liviana de tipo
silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKLLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOOFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

339

6G10.I9G1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

340

6G10.1lgG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

341

6G10.IgG1 (VL + CL)

ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKA
PKLLIYDASSLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOFNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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342

6G10 VH CDR1

TYGMH

343

6G10 VH CDR2

VIWYAGSNKFYADSVKG

344

6G10 VH CDR3

GGSMVRGLYYYGMDV

345

6G10 VL CDR1

RASQGISSALA

346

6G10 VL CDR2

DASSLES

347

6G10 VL CDR3

QQFNSYPYT

337

6G10 (VH + G2) o 6G10-
IgG2

SEQ ID NO: 337

348

6G10 (VH + G2(C219S)) o
6G10-lgG2-C219S

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

349

6G10 (VH + G2.g1) 0 6G10-
IgG2-1gG1

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

350

6G10 (VH + G2g1.1) o
6G10-IgG2-19G1.1

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

351

6G10 (VH + G2(C219S).g1)
0 6G10-1gG2-C219S-IgG1

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

352

6G10 (VH n
G2(C219S).g1.1) o 6G10-
IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGEFTEFSTYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSL
RAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTS
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GVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

353

Secuencia de nucledtidos de
6G10 (VH)

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTACCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTACATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATTTTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTA
GTATGGTTCGGGGACTTTATTATTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

354

Secuencia de nucledtidos de
6G10 (VL)

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAA

355

Secuencia de nucleotidos de
6G10 (cadena pesada de
tipo silvestre de longitud
completa)

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACGTGGTCCAGCCTG
GGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTACCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAG
GGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTACATGGTATGCTGGAAGTAATA
AATTTTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTA
GTATGGTTCGGGGACTTTATTATTACGGTATGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGG
CACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAG
ACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA

356

Secuencia de nucledtidos de
6G10 (cadena liviana de tipo

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCAT
TAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
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silvestre de
completa)

longitud

La secuencia que codifica la
region constante esta
subrayada

CCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC
TCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTAT
TACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTTGGCCAGG
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACG
AGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

357 | 28F3 (VH) (SEQ ID NO: 13) | MRAWIFFLLCLAGRALAQVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG
con péptido de seal FTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRET
El péptido de sefial esta | [SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGHMD
subrayado VWGQGTTVTVSS
358 | 28F3 (VL) (SEQ ID NO: 14) | MRAWIFFLLCLAGRALAAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
con péptido de sefal OGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGT
El péptido de sefial esta | DFTLTISSLOPEDFATYYCQOFNSYPYTFGOGTKLEIK
subrayado
359 | Secuencia de nucledtidos de | atgagggcttggatcttctttetgectctgectggecgggagag
28F3 (VH) con péptido de | C9ctcgcaCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGEAGGCGTGRT
sefial CCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGA
TTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTC
CAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGAAGG
SEQ ID NO: 147 €ON | 1) cranTAAATATTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACT
secuencia que codifica el | arcTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCARATGA
péptido de senal ACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAG
AGGGGGGAGTATGGTTCGGGGGGACTACTACTACGGTATGGAC
La secuencia que codifica el | GTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
péptido de sefal esta
subrayada
360 | Secuencia de nucledtidos de | atgagggcttggatcttctttetgctcectgectggecgggegeg
28F3 (VL) con péptido de | CCttggccGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC
sefial TGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGT
CAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAG
GGAAAGCTCCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGA
SEQ ID NO: 148 ¢On | 15 :166aGTCCCATCARGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACA
secuencia que codifica el | GaTTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTG
péptido de senal CAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTT
TGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA
La secuencia que codifica el
péptido de sefal esta
subrayada
361 |28F3.gG1 (VH + IgG1) | MRAWIFFLLCLAGRALAQVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG
(SEQ ID NO: 17) con | FTFSSYGMHWVROAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRET
péptido de sefial ISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMD
VIWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
s - YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
Ellpephdo de sefial y ]a SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
region  constante  estan | 1 GGpSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
subrayados YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPG
362 28F3.1I9G1.1 (VH + 1gG1.1) | MRAWIFFLLCLAGRALAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG

(SEQ ID NO: 18) con

FTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRET
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péptido de senal

El péptido de senal y la
region  constante  estan
subrayados

ISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDYYYGMD
VWGOGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
EGAPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

363

28F3.19G1 (VH + IgG1) con
secuencia de nucledtidos del
péptido de sefal

SEQ ID NO: 151 con
secuencia que codifica el
péptido de senal

La secuencia que codifica el
péptido de sefal esta
subrayada

atgagggcttggatcttctttctgctctgecctggeccgggagag
cgctcgcacaggtgcagctggtggagtctgggggaggecgtggt
ccagcctgggaggtccctgagactctecctgtgcagecgtetgga
ttcaccttcagtagctatggcatgcactgggtccgeccaggetce
caggcaaggggctggagtgggtggcagttatatggtatgaagg
aagtaataaatattatgcagactccgtgaagggccgattcacc
atctccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatga
acagcctgagagccgaggacacggctgtgtattactgtgcgag
aggggggagtatggttcggggggactactactacggtatggac
gtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctcagctagceca
ccaagggcccatcggtcttcccectggcaccctecteccaagag
cacctctgggggcacagcggccctgggctgectggtcaaggac
tacttccccgaaccggtgacggtgtecgtggaactcaggecgecc
tgaccagcggcgtgcacaccttcececggcectgtectacagtecte
aggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgeccctceccage
agcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagce
ccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttg
tgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactce
ctggggggaccgtcagtcttcctcectteccececccaaaacccaagg
acaccctcatgatctcccggacccecctgaggtcacatgegtggt
ggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactgg
tacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgce
gggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcecct
caccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaag
tgcaaggtctccaacaaagccctcccagcecccccatcgagaaaa
ccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgta
caccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggte
agcctgacctgcecctggtcaaaggcttctatcccagecgacatceg
ccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaa
gaccacgcctcccecgtgctggactccgacggctecttettecte
tatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggga
acgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaacca
ctacacgcagaagagcctctccctgtcecceccgggttga

364

28F3.1gG1.1 (VH + IgG1.1)
con secuencia de
nucleétidos del péptido de
sefial

SEQ ID NO: 152 con
secuencia que codifica el
péptido de senal

La secuencia que codifica el
péptido de sefal esta
subrayada

atgagggcttggatcttctttctgctctgecctggeccgggagag

cgctcgcacaggtgcagc

gtggtccagc
cgtctggatt
ccgccaggcet
ccaggcaagg
aaggaagtaa
attcaccatc
ctgcaaatga
attactgtgc
ctactacggt
accgtctcct
ccctggcacc
ggccctggge
gtgacggtgt
tgcacacctt
ctccctcagce

ctgggaggtc
caccttcagt

ggctggagtg
taaatattat
tccagagaca
acagcctgag
gagagggggg
atggacgtct
cagctagcac
ctcctccaag
tgcctggtca
cgtggaactc
cccggcectgtce
agcgtggtga

tggtggagtc

tgggggaggc
cctgagactc tcctgtgcag

agctatggca tgcactgggt

ggtggcagtt atatggtatg
gcagactccg tgaagggccg
attccaagaa cacgctgtat
agccgaggac acggctgtgt
agtatggttc ggggggacta

ggggccaagg gaccacggtc
caagggccca tcggtcttcce

agcacctctg ggggcacagc
aggactactt ccccgaaccg
aggcgccctg accagcggcg
ctacagtcct caggactcta
ccgtgccctce cagcagcttg
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ggcacccaga
gcaacaccaa
tgacaaaact
gccgaagggg
ccaaggacac
atgcgtggtyg
aagttcaact
ccaagacaaa
ccgtgtggtce
ctgaatggca
ccctcccaag
agggcagccc
tcccgggagg
gcctggtcaa
gtgggagagc
acgcctcccg
atagcaagct
gaacgtcttc

cctacatctg
ggtggacaag
cacacatgcc
ccccgtcecagt
cctcatgatc
gtggacgtga
ggtacgtgga
gccgcegggag
agcgtcctca
aggagtacaa
cagcatcgag
cgagaaccac
agatgaccaa
aggcttctat
aatgggcagc
tgctggactc
caccgtggac
tcatgctccg

caacgtgaat
agagttgagc
caccgtgccc
cttcctettce
tccecggaccce
gccacgaaga
cggcgtggag
gagcagtaca
ccgtcctgca
gtgcaaggtc
aaaaccatct
aggtgtacac
gaaccaggtc
cccagcgaca
cggagaacaa
cgacggctcc
aagagcaggt
tgatgcatga

cacaagccca
ccaaatcttg
agcacctgaa
cccccaaaac
ctgaggtcac
ccctgaggtce
gtgcataatg
acagcacgta
ccaggactgg
tccaacaaag
ccaaagccaa
cctgcccecca
agcctgacct
tcgccgtgga
ctacaagacc
ttcttectet

ggcagcaggg
ggctctgcac

aaccactaca
ga

cgcagaagag cctctccctg tcecccececgggtt

365

28F3.1gG1 (VL+CL) (SEQ ID
NO: 19) con péptido de
sefial

El péptido de senal y la
region constante  estan
subrayados

MRAWIFFLLCLAGRALAAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGT
DFTLTISSLOPEDFATYYCQQOFNSYPYTFGQOGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSENRGEC

366

28F3.1IgG1  (VL+CL) con
secuencia de nucledtidos del
péptido de sefal

SEQ ID NO:
secuencia de sefal

153 con

La secuencia que codifica el
péptido de senal esta
subrayada

atgagggcttggatcttctttctgectctgecctggeccgggecgeg
ccttggccgccatccagttgacccagtctceccatecctececctgte
tgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgccgggcaagt
cagggcattagcagtgctttagcctggtatcagcagaaaccag
ggaaagctcctaagctcctgatctatgatgecctccagtttgga
aagtggggtcccatcaaggttcagcggcagtggatctgggaca
gatttcactctcaccatcagcagcctgcagcecctgaagattttg
caacttattactgtcaacagtttaatagttacccgtacacttt
tggccaggggaccaagctggagatcaaacgtacggtggctgca
ccatctgtcttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaat
ctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatce
cagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaa
tcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaagg
acagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagce
agactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccat
cagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggag
agtgttag

367

Péptido de senal

MRAWIFFLLCLAGRALA

368

Secuencia de nucledtidos
del péptido de sefial

atgagggcttggatcttctttctgctctgectggeccgggagag
cgctcgca

369

Secuencia de nucleodtidos
del péptido de sefial

atgagggcttggatcttctttctgectctgectggeccgggegeg
ccttggcece

370

Fragmento de GITR humano

QRPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTR

371

9G7 L1 (cadena liviana 1 de
tipo silvestre de longitud
completa)

La region constante esta
subrayada

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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372 CDR1 de VH degenerada SYGXH, en donde X es cualquier aminoé&cido

373 CDR2 de VH degenerada VIWYX;GSNKX,YADSVKG, en donde X; y X, son
cualgquier aminoéacido

374 | CDR2 de VH degenerada VIWYX;GSNKX,YX3DSVKG, en donde X;, X; y X3
son cualquier aminoacido

375 CDR3 de VH degenerada GGSX;VRGDYYYGMDV, en donde X; es cualquier
aminodcido

376 CDR3 de VH degenerada GGSX;VRGX,YYYGMDV, en donde X; y X, son
cualgquier aminoacido

377 CDR3 de VH degenerada GG (6-7aa) MDVWYYX;MDVW, en donde X; es
cualquier aminodcido, y los aminoacidos 6-7
son cualquier aminoé&cido

378 CDR1 de VL degenerada RASQGISSXLA, en donde X es cualquier
aminodcido

379 CDR1 de VL degenerada RASQG (2-3 aa) SX;LA, en donde X1 es
cualquier aminoacido, y los aminoacidos 2-3
son cualquier aminoé&cido

380 CDR2 de VL degenerada DASSLXS, en donde X es cualquier aminoéacido

381 CDR3 de VL degenerada QOXNSYPYT, en donde X es cualquier
aminodcido

382 CDR3 de VL degenerada Q0X;X,SX3PX,T, en donde X;, X;, X3 y X; son

cualquier aminoé&cido

La Tabla 11 proporciona las secuencias de las regiones variables maduras y cadenas

pesadas y livianas y, cuando se indica, las secuencias con péptidos de sefal.

Equivalentes:
Una persona del oficio de nivel medio reconocera, o podra determinar sin usar

mas que experimentos de rutina, varios equivalentes de las formas de realizaciéon

especificas descritas en la presente. Los equivalentes estan incluidos en las siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o porcién de fijacion al antigeno de este, caracterizado
porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) humano vy
muestra las siguientes propiedades:

(a) se fija al GITR soluble humano;

(b) se fija al GITR humano unido a la membrana;

(c) se fija a GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana;

(d) induce o mejora la activacion de linfocitos T;

(e) inhibe la fijacion del ligando GITR a GITR en células 3A9-hGITR,;

(f) inhibe parcialmente, como maximo, la fijacion del ligando GITR a GITR en
linfocitos T activados;

(9) se fija al epitopo conformacional en GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4);

(h) se fija a GITR humano no glucosilado y glucosilado ligado a N y ligado a O;

(i) tiene actividad agonista en ausencia de la fijacion a un receptor Fc, pero en
donde la fijaciéon a un receptor Fc también mejora la actividad agonista; y

(j) compite en cualquier direccién o en ambas direcciones, para fijarse a GITR
humano, con uno o mas de los anticuerpos 28F3, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 8A6, 9G7-1,
9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, 19D3, 18E10 y 6G10.
2. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 1, caracterizado porque el anticuerpo estimula una respuesta
inmunitaria antitumoral.
3. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque el anticuerpo estimula una respuesta de
linfocitos T especificos del antigeno.
4, El anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo
aumenta la produccioén de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T que expresan GITR.
5. El anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo
aumenta la proliferacion de linfocitos T.
6. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo no
se fija a los receptores Fc.
7. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque el anticuerpo se fija a
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uno o mas FcyR activadores.
8. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
fija a GITR humano soluble con una Kp de 10 nM o menos, segun la medicién
mediante Biacore.
9. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
fijla a GITR humano unido a la membrana con una Kp de 1 nM o menos, segun la
medicion mediante Scatchard.
10. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
fijla a GITR humano unido a la membrana con un ECsy de 1 nM o0 menos segun la
medicion mediante FACS.
11. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
fija a GITR de Macaca fascicularis unido a la membrana con un ECsy de 10 nM o
menos segun la medicion mediante FACS.
12. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo
induce o mejora la activacion de linfocitos T sin requerir reticulacion multivalente.
13. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo
inhibe la fijacién del ligando GITR a GITR con un ECs, de 1 pg/ml o menos, segun
medicion de FACS.
14. El anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
fija a PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218)
de GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4).
15. Un anticuerpo monoclonal aislado, o porcién de fijacion al antigeno de este,
caracterizado porque se fija especificamente al receptor de TNF inducible por
glucocorticoides (GITR), y comprende las tres CDR de la cadena pesada variable y las
tres CDR de la cadena liviana variable, que se encuentran en los pares de la cadena
pesada variable y la cadena liviana variable, seleccionadas del grupo que consiste en:
(a) SEQ ID NO: 13 and 14;
(b) SEQ ID NO: 26 y 27,
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(c) SEQ ID NO: 39y 40;

(d) SEQ ID NO: 52y 53;

(e) SEQ ID NO: 52y 54;

(f)SEQID NO: 71y 72;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98;

(i) SEQ ID NO: 97 y 99;

(j) SEQ ID NO: 115y 116;

(k) SEQ ID NO: 128 y 129;

() SEQ ID NO: 128 y 130; y

(m) SEQ ID NO: 335y 336.
16. Un anticuerpo monoclonal aislado, o porcién de fijacion al antigeno de este,
caracterizado porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR)
que comprende:

(a) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 20, 21 y 22, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente;

(b) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente;

(c) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 46, 47 y 48, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente;

(d) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente;

(e) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 68, 69 y 70, respectivamente;

(f) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 81, 82 y 83, respectivamente;

(g9) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la

cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 94, 95 y 96, respectivamente;
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(h) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 109, 110 y 111, respectivamente;

(i) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 106, 107 y 108, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente;

(j) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 122, 123 y 124, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 125, 126 y 127, respectivamente;

(k) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 141, 142 y 143, respectivamente;

(I) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 138, 139 y 140, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 144, 145 y 146, respectivamente; o

(m) secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden
SEQ ID NO: 342-344, respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena liviana que comprenden SEQ ID NO: 345-347, respectivamente.
17. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 16, caracterizado porque el anticuerpo comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 20, 21y 22,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 23, 24 y 25, respectivamente.
18. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 16, caracterizado porque el anticuerpo comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 33, 34 y 35,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente.
19. El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 16, caracterizado porque el anticuerpo comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente, y/o secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena liviana que
comprenden SEQ ID NO: 49, 50 y 51, respectivamente.
20. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porciéon de fijacién al antigeno de

este, caracterizado porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides
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(GITR) y comprende regiones variables de la cadena liviana y pesada, en donde la
region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 71, 84, 97, 115, 128 y 335.
21. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de fijacién al antigeno de
este, caracterizado porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides
(GITR) y comprende regiones variables de la cadena liviana y pesada, en donde la
region variable de la cadena liviana comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 14, 27, 40, 53, 54, 72, 85, 98, 99, 116, 129, 130 y 336.
22. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcién de fijacién al antigeno de
este, caracterizado porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides
(GITR) y comprende secuencias de regiones variables de la cadena liviana y pesada
al menos 85 % idénticas a las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo
que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 39y 40, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 52 y 53, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 52 y 54, respectivamente;

(f) SEQ ID NO: 71y 72, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 84 y 85, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 97 y 98, respectivamente;

(i) SEQ ID NO: 97 y 99, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 115y 116, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 128 y 129, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 128 y 130, respectivamente; y

(m) SEQ ID NO: 335 y 336, respectivamente.
23. El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 22, caracterizado porque las regiones variables de la cadena liviana y
pesada comprenden una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a las
regiones variables de la cadena liviana y pesada seleccionadas del grupo que consiste
en (a)-(m).
24. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la

reivindicacion 23, caracterizado porque la regién variable de la cadena liviana y
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pesada comprende una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a las
regiones variables de la cadena liviana y pesada seleccionadas del grupo que consiste
en (a)-(m).
25. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 24, caracterizado porque la regién variable de la cadena pesada y
liviana comprende las regiones variables de la cadena pesada y liviana seleccionadas
del grupo que consiste en (a)-(m).
26. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 25, caracterizado porque el anticuerpo comprende una region variable
de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en
SEQ ID NO: 13 y una region variable de la cadena liviana que comprende la secuencia
de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 14.
27. El anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 25, caracterizado porque el anticuerpo comprende una region variable
de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en
SEQ ID NO: 26 y una region variable de la cadena liviana que comprende la secuencia
de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 27.
28. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 25, caracterizado porque el anticuerpo comprende una region variable
de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en
SEQ ID NO: 39 y/o una regidén variable de la cadena liviana que comprende la
secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 40.
29. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porciéon de fijacién al antigeno de
este, caracterizado porque se fija al receptor de TNF inducible por glucocorticoides
(GITR) y comprende secuencias de la cadena liviana o pesada al menos 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticas a las secuencias de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente;

(b) SEQ ID NO: 17 y 19, respectivamente;

(c) SEQ ID NO: 18 y 19, respectivamente;

(d) SEQ ID NO: 28 y 29, respectivamente;

(e) SEQ ID NO: 30 y 32, respectivamente;

(f) SEQ ID NO: 31y 32, respectivamente;

(g) SEQ ID NO: 41 y 42, respectivamente;

(h) SEQ ID NO: 43 y 45, respectivamente;
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30.

(i) SEQ ID NO: 44 y 45, respectivamente;

(j) SEQ ID NO: 55 y 56, respectivamente;

(k) SEQ ID NO: 55y 57, respectivamente;

(I) SEQ ID NO: 58 y 60, respectivamente;

(m) SEQ ID NO: 59y 60, respectivamente;
(n) SEQ ID NO: 58 y 61, respectivamente;

(o) SEQ ID NO: 59 y 61, respectivamente;

(p) SEQ ID NO: 73 y 74, respectivamente;

(q) SEQ ID NO: 75y 77, respectivamente;

(r) SEQ ID NO: 76 y 77, respectivamente;

(s) SEQ ID NO: 86 y 87, respectivamente;

(t) SEQ ID NO: 88 y 90, respectivamente;

(u) SEQ ID NO: 89 y 90, respectivamente;

(v) SEQ ID NO: 102 y 104, respectivamente;
(w) SEQ ID NO: 103 y 104, respectivamente;
(x) SEQ ID NO: 100 y 101, respectivamente;
(y) SEQ ID NO: 100y 371, respectivamente;
(z) SEQ ID NO: 102 y 105, respectivamente;
(za) SEQ ID NO: 103 y 105, respectivamente;
(zb) SEQ ID NO: 117 y 118, respectivamente;
(zc) SEQ ID NO: 119 y 121, respectivamente;
(zd) SEQ ID NO: 120y 121, respectivamente;
(ze) SEQ ID NO: 131y 132, respectivamente;
(zf) SEQ ID NO: 134 y 136, respectivamente;
(zg) SEQ ID NO: 135y 136, respectivamente;
(zh) SEQ ID NO: 131 y 133, respectivamente;
(zi) SEQ ID NO: 134 y 137, respectivamente;
(zj) SEQ ID NO: 135y 137, respectivamente;
(zk) SEQ ID NO: 337 y 338, respectivamente;
(zl) SEQ ID NO: 339 y 341, respectivamente; y
(zm) SEQ ID NO: 340 y 341, respectivamente.

El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la

reivindicacion 29, caracterizado porque las cadenas pesadas y livianas comprenden

las cadenas pesadas y livianas seleccionadas del grupo que consiste en (a)-(zm).

31.

El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
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reivindicacion 30, caracterizado porque el anticuerpo comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 17 y una
cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 19.

32. El anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 30, caracterizado porque el anticuerpo comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID NO: 18 y una
cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos que se indica en SEQ ID
NO: 19.

33. Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcién de fijacién al antigeno de
este, caracterizado porque (a) se fija al mismo epitopo en GITR que en el anticuerpo
de acuerdo con la reivindicacion 25, e (b) inhibe la fijacion del anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 25 a GITR en linfocitos T activados al menos un 90 % segun
mediciones mediante FACS.

34. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 15-33, caracterizado porque el anticuerpo se fija a
PTGGPGCGPGRLLLGTGT (SEQ ID NO: 217) y CRDYPGEE (SEQ ID NO: 218) de
GITR humano maduro (SEQ ID NO: 4).

35. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 15-34, caracterizado porque el anticuerpo se fija a
GITR humano y de Macaca fascicularis.

36. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, IgG3, IgG4 o una variante de estas.
37. El anticuerpo, o una porcioén de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 36, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo 1gG1.

38. El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 36, caracterizado porque el anticuerpo comprende un Fc de IgG1 no
efector.

39. El anticuerpo, o una porcioén de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con la
reivindicacion 38, caracterizado porque el anticuerpo, o una porcion de fijaciéon al
antigeno de este, comprende un Fc de IgG1 no efector que comprende las siguientes
mutaciones: L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.

40. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 36, caracterizado porque el

anticuerpo, o una porcién de fijacidon al antigeno de este, comprende un Fc con fijacién
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mejorada a un FcyR activador.

41. El anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los residuos de
metionina en las regiones CDR se sustituyen por residuos de aminoacidos que no se
someten a oxidacion.

42. El anticuerpo, o una porcién de fijaciéon al antigeno de este, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 15-41, caracterizado porque el anticuerpo, o una
porcion de fijacion al antigeno de este, es un anticuerpo humano o humanizado.

43. Una molécula biespecifica caracterizada porque comprende el anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores ligado a una molécula que
tiene una segunda especificidad de fijacion.

44, Un acido nucleico caracterizado porque codifica la region variable de la
cadena pesada y/o liviana del anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este,
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-42.

45, Un vector de expresion caracterizado porque comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacion 44.

46. Una célula caracterizada porque se transforma con un vector de expresién de
acuerdo con la reivindicacion 45.

47. Un inmunoconjugado caracterizado porque comprende el anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-42 ligado a un agente.

48. Una composicién caracterizada porque comprende el anticuerpo, o una
porcion de fijacibn al antigeno de este, una molécula biespecifica o un
inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47, y un
portador.

49, Un kit caracterizado porque comprende el anticuerpo, o una porcion de fijacion
al antigeno de este, o una molécula biespecifica o inmunoconjugado de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47 e instrucciones de uso.

50. Un método para preparar un anticuerpo anti-GITR, o una porcion de fijacién al
antigeno de este, caracterizado porque comprende expresar el anticuerpo, o una
porcion de fijacion al antigeno de este, en la célula de acuerdo con la reivindicacion 46
y aislar el anticuerpo, o una porcién de fijacion al antigeno de este, de la célula.

51. Un método para estimular una respuesta de linfocitos T especificos del
antigeno caracterizado porque comprende poner en contacto el linfocito T con el
anticuerpo, o una porcién de fijacién al antigeno de este, una molécula biespecifica o

un inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47 de
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modo que la respuesta de linfocitos T especificos del antigeno se estimule.

52. Un método para activar o coestimular un linfocito T efector, caracterizado
porque comprende poner en contacto un linfocito T efector con un anticuerpo anti-
GITR, o una porcién de fijacién al antigeno de este, una molécula biespecifica o un
inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47 y CD3,
en donde el linfocito T efector se activa o se coestimula.

53. Un método para aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en un linfocito T,
caracterizado porque comprende poner en contacto el linfocito T con una cantidad
eficaz del anticuerpo, o una porcion de fijaciéon al antigeno de este, una molécula
biespecifica o un inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-43 y 47.

54. Un método para aumentar la proliferacion de linfocitos T caracterizado porque
comprende poner en contacto el linfocito con una cantidad eficaz del anticuerpo, o una
porcion de fijacion al antigeno de este, una molécula biespecifica o un
inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47.

55. Un método para aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T en un
sujeto, caracterizado porque comprende administrar una cantidad eficaz del
anticuerpo, o una porcion de fijacidon al antigeno de este, una molécula biespecifica o
un inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47,
para aumentar la produccion de IL-2 y/o IFN-y en linfocitos T.

56. Un método para reducir o disminuir la cantidad de linfocitos T reguladores en
un tumor de un sujeto que lo necesita, caracterizado porque comprende administrar
una cantidad eficaz de un anticuerpo, o una porcion de fijacién al antigeno de este,
una molécula biespecifica o un inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-43 y 47, en donde el anticuerpo, o una porcién de fijacién al
antigeno de este, tiene una funcion efectora o efectora mejorada, para reducir la
cantidad de linfocitos T reguladores en el tumor.

57. Un método para estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto,
caracterizado porque comprende administrar a un sujeto el anticuerpo, o una porcion
de fijacién al antigeno de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47, de manera que se estimule
una respuesta inmunitaria en el sujeto.

58. El método de acuerdo con la reivindicacion 57, caracterizado porque el sujeto
tiene un tumor, y se estimula una respuesta inmunitaria contra el tumor.

59. Un método para inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, que

275



comprende administrarle al sujeto el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno
de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-43 y 47, de manera que se inhiba el crecimiento tumoral en el
sujeto.

60. Un método para tratar el cancer caracterizado porque comprende administrar
a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, o una
porcion de fijacion al antigeno de este, la molécula biespecifica o el inmunoconjugado,
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43 y 47, para tratar el cancer.

61. El método de acuerdo con la reivindicacién 60, caracterizado porque el cancer
se selecciona del grupo que consiste en cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
utero/cuello uterino, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer testicular, cancer de
esofago, cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de
colon, cancer de riidn, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmoén, cancer de
estobmago, cancer de células germinales, cancer 6seo, cancer de higado, cancer de
tiroides, cancer de piel, neoplasma del sistema nervioso central, linfoma, leucemia,
mieloma, sarcoma y cancer relacionado con virus.

62. El método de acuerdo con la reivindicacion 60 o 61, caracterizado porque el
cancer es un cancer metastasico, cancer refractario o cancer recurrente.

63. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 56-62,
caracterizado porque también comprende administrar uno o mas tratamientos
adicionales.

64. El método de acuerdo con la reivindicacion 63, caracterizado porque el
tratamiento adicional es un anticuerpo anti-PD1, un anticuerpo LAG-3, un anticuerpo
CTLA-4 o un anticuerpo PD-L1.

65. Un método para detectar la presencia del receptor TNF inducible por
glucocorticoides (GITR) en una muestra caracterizado porque comprende poner en
contacto la muestra con el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de este, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-42, en condiciones que permiten la
formacién de un complejo entre el anticuerpo, o una porcion de fijacion al antigeno de
este, y GITR, y detectar la formacién de un complejo.

66. Un anticuerpo anti-GITR aislado que comprende una region constante de la
cadena pesada modificada caracterizado porque comprende una bisagra de IgG2 y al
menos uno de CH1, CH2 y CH3 que no es un isotipo 1gG2, en donde el anticuerpo
anti-GITR tiene actividad agonista mejorada con respecto al mismo anticuerpo anti-

GITR pero con una bisagra de no IgG2.
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67. El anticuerpo anti-GITR aislado de acuerdo con la reivindicacion 66,
caracterizado porque la region constante de la cadena pesada modificada comprende
una regidn constante de la cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 223-226 y 283-290,
O una region constante de la cadena pesada que difiere de aquella en, como maximo,
5 aminoacidos o es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 223-226 y 283-290.
68. El anticuerpo anti-GITR aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 67,
caracterizado porque la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43, 44,
55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135, 227-
275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362, o una cadena pesada que difiere de aquella
en, como maximo, 10 aminoacidos o es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, 17, 18, 28, 30, 31, 41, 43,
44, 55, 58, 59, 73, 75, 76, 86, 88, 89, 100, 102, 103, 117, 119, 120, 131, 134, 135,
227-275, 337, 339, 340, 348-352, 361 y 362.
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RESUMEN

ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
INDUCIDO POR GLUCOCORTICOIDES (GITR) Y SUS USOS
Anticuerpos, o porciones de fijacion al antigeno de estos, que se fijan al
receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR). También, usos de estas
proteinas en aplicaciones terapéuticas, tales como el tratamiento del cancer. Ademas,
células que producen los anticuerpos, polinucleétidos que codifican la regién variable
de la cadena pesada y/o liviana y vectores que comprenden los polinucleétidos que

codifican la region variable de la cadena pesada y/o liviana de los anticuerpos






