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Anticuerpos anti-OX40 humanizados y usos de los mis mos
ANTECEDENTES
OX40 (CD134; TNFRSF4) es un receptor del factor de
necrosis tumoral que se encuentra principalmente en células

T CD4+*y CD8* activadas, celulas T reguladoras (Treg) y

células asesinas naturales (NK)(Croft etal ., 2009, Immunol
Rev. 229:173-91). OX40 tiene un ligando endégeno conoc ido,
el ligando OX40 (OX40L; CD152; TNFSF4), que existe en una
forma trimérica y puede agrupar OX40, resultando po tentes
eventos de sefializacion celular dentro de células T . Id.  La
sefalizacion a travées de OX40 en células T CD4 *y CD8 +
activadas conduce a la produccion potenciada de cit oquinas,

a la liberacion de granzimas y perforinas y a la ex pansion
de agrupaciones de células T efectoras y de la memo ra et
al ., 2010, Semin Oncol . 37:524-32). Ademas, la sefalizacion

OX40 sobre las células Treg inhibe la expansiéon de las Treqg,
cierra la induccién de las Tregs y bloquea la funci on
supresoradelas Tregs (Voo etal .2013, Jlmmunol .191:3641-

50; Vu etal ., 2007, Blood . 110:2501-10).

Los estudios de inmunohistoquimica y los analisis

iniciales de citometria de flujo demostraron que OX 40 se
expreso en células T que infiltraban un amplio inte rvalo de
canceres humanos (Baruah et al ., 2011, Immunobiology
217:668-675; Curti et al , 2013, Cancer Res . 73:7189-98;
Ladanyi et al , 2004, Clin Cancer Res . 10:521-30; Petty et
al , 2002, Am J Surg . 183:512-8; Ramstad etal , 2000, Am J
Surg . 179:400-6; Sarff et al , 2008, Am J Surg . 195:621-5;
discussion 625; Vetto etal , 1997, Am J Surg . 174:258-65).
Aunque no se desea estar ligados por la teoria, la expresion
de OX40en linfocitosinfiltrantes de tumores se co rrelaciona

con una supervivencia mas larga en varios canceres humanos,
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sugiriendo que las sefales de OX40 pueden jugar un papel en
establecer una respuesta inmune antitumoral (Ladany I etal .
2004, Clin Cancer Res . 10:521-30; Petty etal ., 2002, Am
J Surg . 183:512-8).

En una variedad de modelos no clinicos de tumores d e
raton, agonistas de OX40, incluyendo los anticuerpo sy las
proteinas de fusion del ligando de OX40, se han uti lizado
satisfactoriamente con resultados prometedores (Kja ergaard
etal ., 2000, Céancer Res . 60:5514-21; Ndhlovu etal ., 2001,
J Immunol . 167:2991-9; Weinberg et al ., 2000, J Immunol
164:2160-9). La co-estimulacién de células T a trav és de
OX40 promovié la actividad anti-tumoral que, en alg unos
casos, fue duradera, proporcionando una proteccion a largo
plazo frente al estimulo tumoral posterior (Weinber g etal .,
2000, JImmunol . 164:2160-9). La inhibicion de células Treg
y la co-estimulacién de células T efectoras demostr aron ser
necesarias para la inhibicion del crecimiento del t umor de
agonistas de OX40 (Piconese etal .,2008, JExpMed .205:825-
39). Se han explorado muchas estrategias y tecnolog ias para
aumentar el efecto antitumoral del tratamiento con el
agonista de OX40 a través de combinaciones con vacu nas,
guimioterapia, radioterapia, e inmunoterapia (Jense n etal .,
2010, Semin Oncol . 37:524-32; Melero et al ., 2013, Clin
Cancer Res . 19:997-1008).

SUMARIO
Esta descripcién proporciona anticuerpos que se une na

OX40, p. e ., OX40 humano. En determinados aspectos, los

anticuerpos proporcionados son anticuerpos humaniza dos. Por
ejemplo, esta descripcion proporciona un anticuerpo 0
fragmento de unidon a antigeno del mismo que incluye una

region variable de la cadena pesada (VH) humanizada y una
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region variable de la cadena ligera (VL) humanizada , en que

la VH incluye una secuencia de aminoacidos con la f ormula:
HFW1-HCDR1-HFW2-HCDR2-HFW3-HCDR3-HFW4,

en que HFW1 es SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7, HCDR1 e s SEQ ID

NO: 8, HFW2 es SEQ ID NO: 9 (WIRX 39HPGKGLEXX48G; en que X 39
esQoK, X 4swesWoVY,yX 48 €s 1 o M), HCDR2 es SEQ ID NO:

14, SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, HFW3 es SEQ ID N 0O: 17
(RITINX 7:DTSKNQ*%SLQLNSVTPEDTAVYXCAR; en que X 71 esP o R,
XsesFoY,yX 91 esY o F, HCDR3 es SEQ ID NO: 25, SEQ ID

NO: 26 0 SEQ ID NO: 27), y HFW4 es SEQ ID NO: 28, e n que la
VL incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2 9 0 SEQ
ID NO: 32; y en que el anticuerpo o fragmento del m ismo se
puede unir especificamente a OX40 humano. En determ inados
aspectos, la secuencia de aminoacidos de HFW2 es SE Q ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 1, y en
determinados aspectos, la secuencia de aminoacidos de HFW3
es SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:

21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 0 SEQ ID NO: 24.
En determinados aspectos, la VH del anticuerpo

proporcionado o fragmento del mismo incluye la secu encia de
aminoacidos SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37,
SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61,
SEQIDNO: 63,SEQIDNO:650SEQIDNO:67.Ende terminados
aspectos, la VL del anticuerpo proporcionado o frag mento del
mismo incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO : 29y
la VH incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO : 59.
En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona do

o fragmento del mismo incluye una region contante d e la

cadena ligera o fragmento de la misma condensada al extremo
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C dela VL, p. €
region constante lambda humana. En determinados a
el anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo i
ademas, una region contante de la cadena pesada o f
de la misma condensada al extremo C de la VH,
region constante de IgGl humana, una regidon constan
IgG4P humana, una region constante de IgG1TM humana
region constante de IgG1 murina. En determinados as
la regidbn contante de la cadena pesada es una regio
constante de IgGl humana. En determinados aspectos
anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo incl
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada SEQ ID
y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera S
30. Un fragmento de union a antigeno de un anticuer
COMO Sse proporciona por esta descripcion, puede ser
un fragmento FV, un fragmento Fab, un fragmento F(a
fragmento Fab’, un fragmento dsFv, un fragmento scF
fragmento sc(Fv)2, o cualquier combinacion de los m

En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona
o fragmento del mismo se puede unir especificamente
humano de mono cynomolgus o mono rhesus, p. €
unir especificamente a OX40 tal como se expresa en
Jurkat, células T CD4
humanos, mono cynomolgus o mono rhesus,
combinacion de las mismas. En determinados aspectos
anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo no s
OX40 murino o de

anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo no r

rata. En determinados aspectos, el

de forma cruzada con proteinas TNFRSD relacionadas.
En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona

o fragmento del mismo puede tener una afinidad de u

., una region constante kappa humana o una

p. €j

o0 cualquier
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OX40 humano expresado en células T CD4 * de aproximadamente
250 pM a aproximadamente 370 pM segun se mide por ¢ itometria
de flujo, p. €j. ., aproximadamente 312 pM. En determinados
aspectos, el anticuerpo proporcionado o fragmento d el mismo
puede conseguir una ocupacion del receptor del 20% encélulas

T CD4+* T humanas activadas primarias (CE 20) @ aproximadamente

63 hasta aproximadamente 93 pM, una ocupacion del r eceptor
del 50% en células T CD4 *T humanas activadas primarias (CE 50)
a aproximadamente 250 hasta aproximadamente 370 pM y una
ocupacion del receptor del 90% en células T CD4 * T humanas
activadas primarias (CE 90) a aproximadamente 2290 hasta
aproximadamente 3330 pM segun se mide por citometri a de
flujo. Por ejemplo, en determinados aspectos la CE 20) €S
aproximadamente 78 pM, lala CE 50) €S aproximadamente 312 pM

ylalaCE o) es aproximadamente 2810 pM.

En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona do
o fragmento del mismo puede tener una afinidad de u nién para
OX40 humano, expresada en células Jurkat que sobre- expresan
0OX40 de aproximadamente 250 pM a aproximadamente 60 0OpMsegun
se mide por citometria de flujo, p.ej ., aproximadamente 424
pM. En determinados aspectos, el anticuerpo prop orcionado
o fragmento del mismo puede conseguir una CE 20 en células
Jurkat que sobre-expresan OX40 a aproximadamente 60 a
aproximadamente 150 pM, una CE 50 en células Jurkat que sobre-
expresan OX40 a aproximadamente 250 a aproximadamen te 600 pM

y una CE g0 en células Jurkat que sobre-expresan OX40 a

aproximadamente 2260 a aproximadamente 4380 pM segu nse mide
por citometria de flujo. Por ejemplo, en determinad 0s
aspectos, la CE 20 €s aproximadamente 106 pM, la CE 50 €S

aproximadamente 424 pMy la CE 90 €s aproximadamente 3820 pM.
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En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona do

o fragmento del mismo puede tener una afinidad de u nién para
OX40 de mono cynomolgus, expresada en células T CD4 * de mono
cynomolgus activadas primarias de aproximadamente 3 40 pM a
aproximadamente 820 pM segun se mide por citometria de flujo,

p.ej ., aproximadamente 580 pM. En determinados aspect oS,
elanticuerpo proporcionado o fragmento del mismo p uedetener
una afinidad de union para OX40 de mono rhesus, exp resadaen

céluas T CD4 * de mono rhesus activadas primarias de

aproximadamente 130 pM a aproximadamente 600 pM seg an se
mide por citometria de flujo, p. e ., aproximadamente 370
pM.

En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona do
o fragmento del mismo puede inducir una proliferaci on
dependiente de la dosis de células T CD4 *+ activadas y una
liberacion de citoquinas dependiente de la dosis en células
T CD4+ activadas primarias en un ensayo basado en placa. Por
ejemplo, en determinados aspectos, se puede consegu ir una
respuesta a la proliferacion méxima del 20% (CE 20) en células

T CD4* humanas activadas primarias a una concentracién de I

anticuerpo de aproximadamente 14 pM a aproximadamen te 28 pM,
se puede conseguir una respuesta a la proliferacion maxima
del 50% (CE s0) en células T CD4 * humanas activadas primarias

a una concentracion del anticuerpo de aproximadamen te 0.3 pM

a aproximadamente 130 pM y se puede conseguir una r espuesta
a la proliferacion maxima del 90% (CE 90) en células T CD4 *

humanas activadas primarias a una concentracion del

anticuerpo de aproximadamente 50 pM a aproximadamen te 90 pM,
todas segun se mide por citometria de flujo. En
determinados aspectos, la CE 20 €S aproximadamente 21 pM, la

CEso es aproximadamente 28 pMy la CE 90 €S aproximadamente 72
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pM. La citoquina liberada en células T CD4 *humanas activadas
primarias puede ser una, dos, tres o mas de, sin i mitacion,
IFN v, TNF o, IL-5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, IL-8, IL-12 p70,

IL-1 B, o cualquier combinacién de los mismos, por ejempl o,
IFN v, TNF «, IL-5, IL-10, IL-13, o cualquier combinacién de

los mismos. En determinados aspectos, el anticuerp 0
proporcionado o fragmento del mismo puede conseguir una
proliferacion de células T CD4 *y unaliberacion de citoquina

en células T CD4 * de mono cynomolgus activadas primarias y

en células T CD4 + de mono rhesus activadas primarias.

En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona do
o fragmento del mismo puede activar la via de NF kB encélulas
T que expresan OX40 en presencia de células que exp resan
FcyR. Por ejemplo, células T que expresan OX40 pueden ser
células informadoras de NF kB-luciferasa Jurkat que sobre-
expresan OX40, que producen luciferasa en respuesta a la
estimulacion de la via de sefalizacion de NF xB. En
determinados aspectos, el anticuerpo proporcionado o]
fragmento del mismo puede desencadenar una citotoxi cidad
celular dependiente del complemento o dependiente d el
anticuerpo contra células que expresan OX40. En det erminados
aspectos, el anticuerpo proporcionado o fragmento d el mismo
puede unirse a C1lg humano y desencadenar una citoto xicidad
celular dependiente del anticuerpo, mediada por NK, contra

las células que expresan OX40.

En determinados aspectos, la administracion de una

dosis eficaz del anticuerpo proporcionado o fragmen to del
mismo a un sujeto en necesidad de tratamiento contr a el
cancer puede inhibir el crecimiento del tumor en el sujeto.
Por ejemplo, lainhibicién del crecimiento del tumo rse puede

conseguir en presencia de células T. En determinado S
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aspectos, el crecimiento del tumor es inhibido en a | menos
un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%,
al menos un 50%, al menos un 60% o al menos un 70%, comparado
con la administracion de un anticuerpo control empa rejado en

el isotipo o fragmento del mismo.
Esta descripcion proporciona, ademas, una composici on
que incluye el anticuerpo o fragmento del mismo tal como se

describe arriba, y un soporte.

Esta descripcidn proporciona, ademas, un polinucleé tido
que incluye un acido nucleico que codifica el antic uerpo o
fragmento del mismo, o codifica una subunidad de po lipéptido
del anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo. En
determinados aspectos, el polinucleétido proporcion ado
incluye el acido nucleico de SEQ ID NO: 60, el acid o nucleico
de SEQ ID NO: 31, el acido nucleico de SEQ ID NO: 7 2,0
cualquier combinacion de los mismos. Esta descripci on
proporciona, ademas, un vector que incluye el polin ucledtido

proporcionado y una célula huésped que incluye el

polinucledtido proporcionado o el vector proporcion ado. En
otro aspecto, la descripcibn proporciona un método de
producir un anticuerpo o fragmento del mismo, en qu e el
método incluye cultivar la célula huésped proporcio nada bajo
condiciones en las que se expresa el anticuerpo o f ragmento
del mismo codificado por el polinucleétido, y recup erar el

anticuerpo o fragmento del mismo.

En aspectos adicionales, la descripcién proporciona un
método para fomentar la supervivencia o la prolifer acion de
células T activadas, en que el método incluye poner en
contacto células T activadas con el anticuerpo prop orcionado

o fragmento del mismo, y en que el anticuerpo o fra gmento
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del mismo se puede unir especificamente a OX40 en |
superficie de las células T.

En aspectos adicionales, la descripcion proporciona
método de inducir la liberacion de citoquinas de cé
activadas, en que el método incluye poner en contac
T activadas con el anticuerpo proporcionado o fragm
mismo, y en que el anticuerpo o fragmento del mismo
unir especificamente a OX40 en la superficie de las
T. En determinados aspectos, la citoquina liberada
ser una, dos, tres 0 mas de, sin limitacion, IFN
5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, IL-8, IL-12 p70, IL-1
cualquier combinacion de los mismos, p. €

5, IL-10, IL-13, o cualquier combinacion de los mis

. IFN

determinados aspectos, las células T activadas son
T CD4+ activadas, células T CD8
de las mismas. En determinados aspectos, las célula
activadas son células T CD4 * humanas, células T CD4
cynomolgus, células T CD4
de las mismas.

En aspectos adicionales, la descripcidn proporciona
método de fomentar la activacién de células T, en
método incluye poner en contacto las células T con
anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo, en
del

especificamente a OX40 sobre la superficie de las ¢

anticuerpo o fragmento mismo se puede
En determinados aspectos, la activacion de células
medir a través de la estimulacién de la via de tran
de sefales NF
células T CD4
combinacion de las mismas. En determinados aspecto

células T CD4

+ activadas, células T CDS8

+ activadas son células T CD4
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T CD4+ de mono cynomolgus, células T CD4
una combinacion de las mismas. En determinados aspe
puesta en contacto incluye administrar una cantidad

del anticuerpo o fragmento del mismo a un sujeto.

En aspectos adicionales, la descripcion proporciona
método de tratar el cancer en un sujeto, en que el
incluye administrar a un sujeto en necesidad de tra
una cantidad eficaz del anticuerpo proporcionado o
del mismo, o la composicion proporcionada. En deter
aspectos, el cancer es un tumor solido. En determin
aspectos, la administracion del anticuerpo o fragme
mismo o composicién puede inhibir el crecimiento de
puede fomentar la reduccion del tumor, o ambos. En
determinados aspectos, la inhibicion del crecimient
tumor se consigue en presencia de células T.

En aspectos adicionales, la descripcidn proporciona
método de potenciar una respuesta inmune en un suje
gue el método incluye administrar a un sujeto en ne
de la misma una cantidad terapéuticamente eficaz de
anticuerpo proporcionado o fragmento del mismo, o |
composicién proporcionada.

En los métodos terapéuticos proporcionados por esta
descripcion, el sujeto a tratar puede ser un sujeto

En determinados aspectos, el anticuerpo proporciona
o fragmento del mismo se puede unir a un epitopo de
humano que cae dentro de los aminoécidos 108 a 146
NO:91. Endeterminados aspectos, el epitopo incluy
los aminoacidos leucina 116 (L116) y alanina 126 (A
SEQ ID NO: 91. En determinados aspectos,

proporcionado o fragmento del mismo se puede unir a

el anticu

variante de OX40 de raton que tiene la secuencia de
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aminodacidos de SEQ ID NO: 92, excepto por una mutac i6n Q113L
y una mutacion V124A.

Esta descripcidon proporciona, ademas, un péptido

aislado que consiste en 100 0 menos aminoéacidos, en que el
péptido puede ser unido especificamente por el el a nticuerpo
proporcionado o fragmento del mismo, En determina dos
aspectos, el péptido incluye los aminoacidos 116 a 126 de
SEQID NO: 91. Endeterminados aspectos, el pépti doincluye
los aminoacidos 108 a 146 de SEQ ID NO: 91, excepto por una,
dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituciones, dele ciones o
inserciones de un solo aminoacido en cualquier posi cion,

excepto L116 y A126.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

Figura 1. Mutaciones en las regiones 9B12 VH

humanizadas: Los numeros en el apodo clonal represe ntan la
posicién del aminoacido en VH de acuerdo con la num eracion
de Kabat. Los Mabs 1, 2, 5y 8 son variantes quimé ricas de
VH emparejadas con VL humanizada. Los Mabs 10-17 so n
variantes de VH humanizadas con retromutaciones de raton.
Los Mabs 18.27 son variantes modificadas para elimi nar
potenciales responsabilidades de la secuencia. Reg iones
variables de Mab24 y mAB27 fueron injertadas en dif erentes
regiones constantes pesadas para las variantes de i sotipo

resultantes denominadas mADb28-30 y mADb31-32, mADb37,

respectivamente.

Figura 2A-D. Union de OX40mAb24 y 9B12 a OX40 Expre sado
sobre la Superficie de células CD4 * Humanas Activadas
Primarias. MFI = intensidad de fluorescencia media de la
union del anticuerpo anti-humano secundario marcado con

AlexaFluor [0 647 a OX40mAb24 (2A-B) o union del anticuerpo
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anti-ratobn secundario marcado con AlexaFluor [0 488 a 9B12
(2C-D) en células T CD4 * humanas primarias.

Figura 3A-F. Union de OX40mAb24 y 9B12 OX40 Humano
Expresado en células T Jurkat. MFI = intensidad de
fluorescencia media de la union del anticuerpo anti -humano
secundario marcado con AlexaFluor [0 647 a OX40mAb24 (3A-C) o
union del anticuerpo anti-ratbn secundario marcado con

AlexaFluor [1 488 a 9B12 (3D-F) en células T Jurkat.

Figura 4A-B. Unién de OX40mAb24 a células HEK293 qu e
expresan TNFRSF y células T Jurkat que expresan OX4 0. (4A)
Expresion transitoria de miembros TNFRSF, tal como se indica
alaizquierdade los histogramas, en células HEK29 3,yunién
a mAbs especificos para TNFRSF o a OX40mAb24, tal c omo se
indica en la parte superior de los histogramas. Hi stograma
gris, union del anticuerpo control de isotipo conju gado con
fluorocromo para mAb especifico para TNFRSF, o cont rol de

union al anticuerpo secundario anti-humano de cabra

AlexaFluor [0 647 para OX40mAb24; histograma en blanco, mAb
especifico para TNFRSF o union a OX40mAb24. (4B): Union de
OX40mAb24 a Jurkat que expresan OX40 como un contro I

positivo. Histograma gris, control de union del ant icuerpo
secundario anti-humano de cabra AlexaFluor [0 647; histograma
en blanco, unién a OX40mAb24.

Figura 5A-B. Union de las CDRs (regiones determinan tes
de complementariedad) de OX40mAb24 (OX40mAb29) y 9B 12 a
miembros de TNFRSF humano recombinante mediante ELI SA. Los

resultados de los ensayos ELISA demuestran la unidn

especifica de OX40 por parte de OX40mAb29 (5A) y 9B 12 (5B).
OX40mAb29 contiene las CDRs de OX40mAb24. La unién al
anticuerpo de OX40 se comparo con la unién a otras proteinas

TNFRSF humanas.
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Figura 6.
bioactividad unido a placa de OX40mAb24.

clon OKT3 del anticuerpo CD3 anti-humano.

Diagrama esquemético del

Figura 7A-C. Proliferacion de células T CD4
respuesta a OX40mAb24 y 9B12. (7A) Proliferacion de
T CD4 de cuatro donantes independientes mediada por
inmovilizado en placa en combinacion con la estimul
sub-mitogénica de TCR (anti-CD3). Los puntos de dat
normalizaron al valor asintomatico mas bajo de curv
datos en bruto antes de la representacion para pote
visualizacion del intervalo dindmico de cada una de
respuestas. (7B) Datos en bruto representativos del

651, que demuestran la proliferacion impulsada por

mas estimulacion sub-mitogénica de TCR (anti-CD3) y

carencia relativa de la proliferacion mediada por e
control IgG1 humano R347, OX40mAb24 soluble en pres
ausencia de sefializacion concomitante de TCR, mAb

solo sin OX40mAb24, y mediante OX40mAb24 inmoviliz

placa en ausencia del mAb anti-CD3. (7C) Proliferac
células T CD4 de cuatro donantes independientes med
9B12inmovilizado enplacaencombinaciénconlaes
sub-mitogénica de TCR. Simbolos, valores medios; B
errores, desviaciontipicade lamedia; n=3réplica

para OX40mAb24, mAb de control IgG1 humano R347y9
en combinacion con anti-CD3; n=2 réplicas técnicas

OX40mAb24 soluble y CD3 en ausencia de OX40mAb24, O

unido a placa sin anti-CD3 y OX40mAb24 soluble sin

Figura 8A-E. Liberacion de Citoquina de células T C
humanas en Respuesta a OX40mAb24. OX40mAb24 repres

inducia la liberacion de citoquina de células T CD4

para el Donante 651, incluyendo (8A) IFN

ensayo
0=0X40mAb24; ¥=

Y, (8B) TNF
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IL-10 (8D) IL-13 y (8E) IL-5. Simbolos, valores med I0S;
Barras de errores, desviacion tipica de la media; n =3
réplicastécnicas para OX40mAb24y mAb de control | gG1 humano
R347, ambas en combinacion con anti-CD3; n=2 réplic as
técnicas para OX40mAb24 soluble, OX40mAb24 soluble sin anti-
CD3y anti-CD3 en ausencia de OX40mAb24.

Figura 9A-E. Liberacion de Citoquina de células T C D4+
humanas en Respuesta a 9B12. 9B12 representativa in ducia la
liberacion de citoquinas de células T CD4 para el D onante
651, incluyendo (9A) IFN Y, (9B) TNF  a (9C) IL-10 (9D) IL-13y
(9E) IL-5. Simbolos, valores medios; Barras de erro res,
desviacion tipica de la media; n=3 réplicas técnica S para
9B12 y mAb de control IgG1 de ratén, ambas en combi nacion
con anti-CD3; n=2 réplicas técnicas para 9B12 solub le, 9B12

soluble sin anti-CD3 y anti-CD3 en ausencia de 9B12
La Figura 10 es un esquema que ilustra sistemas de

células para medir la bioactividad de OX40mAb24 y 9 B12. La

reticulacion de OX40mAb24 por parte de células que expresan

FcyR media en la agrupaciéon y activacion de OX40 sobre la

superficie de las células de una linea celular info rmadora
de NF kB-luciferasa Jurkat que expresa OX40, resultando en la

produccion, mediada por F KB, de luciferasa que se puede medir

como un sustituto para la activacion de OX40. Fc YR =
fragmento del receptor gamma cristalizable; NF KB = factor

kappa B nuclear.
Figuras 11A-D. Bioactividad de OX40mAb24 en células

informadoras de NF KB Jurkat que expresan OX40, con y sin

reticulacion por parte de Fc yR. Actividad dependiente de la
actividad (en RLU) de la sefalizacion inducida por OX40mAb24

a través de OX40 humano expresado sobre la superfic ie de las
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células de una linea celular informadora de NF KB-luciferasa
Jurkat en un bioensayo de 2 células. Actividad de i nformador
después de reticulacion de OX40mAb24 por parte de ( 11D)
célulasHEK293 que expresan CD32AYy células parenta lesHEK293
(HEK) en presencia de (11B) células HEK293 que expr esan
CD32B, (11C) células Raji B u (11D) células CD45 * aisladas a
partir de un tumor pulmonar primario. Los datos s on
representativos de otros resultados encontrados en la Tabla
5-2. mAb = anticuerpo monoclonal, RLU = unidades de luz
relativas.

Figuras 12A-D. Bioactividad de 9B12 en células
informadoras de NF KB Jurkat que expresan OX40, utilizando la

reticulacion de Fc YR por parte de Diferentes Tipos de Células

en Ensayos de Bioactividad de 2 Células. Actividad

dependiente de la actividad (en RLU) de la sefaliza cion
inducida por 9B12 a través de OX40 humano expresado sobre la
superficie de las células de una linea celular info rmadora

de NF k-luciferasa Jurkat en un bioensayo de dos células.

Actividad de informador después de reticulacion de 9B12 por
parte de (12A) células HEK293 que expresan CD32A, ( 12B)
células HEK293 que expresan CD32B, (12C) células Ra jiBo
(12D) células CD45 *+ aisladas a partir de un tumor pulmonar

primario. Los datos son representativos de otros re sultados
encontrados en la Tabla 5-3. mAb = anticuerpo monoc lonal,

RLU = unidades de luz relativas.

Figura 13A-B. Citotoxicidad Celular Dependiente de
Anticuerpos mediada por Células Asesinas Naturales de
OX40mAb24, Experimento 1. (13A) Exterminio especifi co de
células T CD4 + activadas que expresan OX40 por parte de
células NK humanas a partir de una NK alogeneica, i zquierda,

0 autdloga, derecha, y pares donantes de células T CD4
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utilizando 10 p/mL de 9B12, OX40mAb24, o el mutante triple

de 1gG1 (mAb29) o versiones IgG4P (mADb28) humanas d e
OX40mAb24. (13B) Lisis de células Toledo B por part e de
células NK de donantes 350 y 351 en presencia de ri tuximab,
pero no anticuerpo control del isotipo IgG1 humano R347.
Las réplicas técnicas se realizaron por triplicado. Las
Barras de errores representan el error tipico de la media.
ADCC = citotoxicidad dependiente del farmaco-anticu erpo; mAb

= anticuerpo monoclonal; NK = asesina natural.

Figura 14A-B. Citotoxicidad Celular Dependiente de

Anticuerpos mediada por Células Asesinas Naturales de
OX40mAb24, Experimento 2. (14A) Exterminio especifi co de
células T CD4 activadas que expresan OX40 por parte de
células NK humanas a partir de una NK alogeneica, i zquierda,

0 autologa, derecha, y pares donantes de células T CD4
utilizando 10 pw/mL de 1gG1l humana R347, 9B12, OX40mAb24,
IgG4E humana (mAb28) o el mutante triple de IgG1 (m Ab29) o
versiones de OX40mAb24. (14B) Lisis de células Tole do B por
parte de células NK de donantes 558 y 589 en presen cia de
rituximab, pero no anticuerpo control delisotipo| gGlhumano
R347. Las réplicas técnicas se realizaron por tripl icado.
Las Barras de errores representan el error tipico d e la
media. ADCC = citotoxicidad dependiente del farmaco -
anticuerpo; mAb = anticuerpo monoclonal; NK = asesi na
natural.

Figura 15A-D. Evaluacion de la Citotoxicidad Celula r
Dependiente de Anticuerpos mediada por Células Ases inas
Naturales de OX40mAb24 y 9B12, Experimento 3. (15A- B)
Exterminio especifico de células T CD4 humanas que expresan
OX40 mediado por OX40mAb24, pero no por 9B12, utili zando

células NK humanas primarias de dos donantes separa dos tal
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como se indica. (15C-D) Lisis de células Toledo B

de células NK de donantes 363 y 504 en presencia de

rituximab, pero no anticuerpo control delisotipo|
R347. Las réplicas técnicas se realizaron por dupli
Barras de errores representan el error tipico de la
ADCC = citotoxicidad dependiente del farmaco-anticu
= anticuerpo monoclonal; NK = asesina natural.

Figura 16A-D. Evaluacion de la Citotoxicidad Celula
Dependiente de Anticuerpos mediada por Células Ases
Naturales de OX40mAb24, Experimento 4. (16A-B) Exte
especificode células T CD4 humanas que expresan OX
por OX40mAb24, utilizando células NK humanas primar
dos donantes separados tal como se indica. (16C-D)
células Toledo B por parte de células NK de donante
532 en presencia de rituximab, pero no anticuerpo ¢
del isotipo IgG1l humano R347. Las réplicas técnicas
realizaron por duplicado. Las Barras de errores rep
el errortipico de lamedia. ADCC = citotoxicidad d
del farmaco-anticuerpo; mAb = anticuerpo monoclonal
asesina natural.

Figura 17A-B. Evaluacién de la Citotoxicidad Celula
Dependiente de Anticuerpos mediada por Células Ases
Naturales de OX40mAb24, Experimento 5. Exterminio e
de células T CD4 *
OX40mAb24,
donantes 601 (panel A) y 602 (panel B) tal como se
Las Barras de errores representan el error tipico d

media.

anticuerpo; mAb = anticuerpo monoclonal; NK = asesi

natural.

utilizando células NK humanas primarias

ADCC = citotoxicidad dependiente del farmac
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Figura 18A-B. Evaluacion de la union de OX40mAb24 y

9B12 a proteina C1g humana purificada. Las concentr aciones
indicadas de proteina C1g humana purificada se inye ctaronen
el chip biosensor. El blanco representa inyecciones de
vehiculo PBS/Tween 20 al 0.005% solo. Panel A: Unio n de
OX40mAb24 a C1qg humana purificada. Panel B: Union de 9B12
a C1g humana purificada.

Figura 19A-B. Actividad de OX40mAb24 en el Clon B2 en
Jurkat NF kB-luciferasa que expresa OX40 de Cyno/Rhesus y
Ensayos de Bioactividad de Células B de Rhesus LCL8 664.
Induccion dependiente de la concentracion de la act ividad de
NFB por parte de OX40mAb24 (en RLU) enunalineadec élulas
informadoras Jurkat NF KB-luciferasa que expresan OX40 de
cyno/rhesus combinada con la linea de células B de rhesus
LCL8664. Datos mostrados para 2 ensayos independi entes con
4 réplicas para cada uno de los puntos de datos. La s barras
de errores que representan el error tipico de la me dia no
son visibles debido a la escala. RLU = unidades de luz
relativas.

Figura 20A-B. Actividad de 9B12 en el Clon B2 en Ju rkat
NF-luciferasa que expresa OX40 de Cyno/Rhesus y Ensay os de
Bioactividad de Células B de Rhesus LCL8664. Inducc ion
dependiente de la concentracion de la actividad de NFB por
parte de 9B12 (en RLU) en una linea de células info rmadoras

Jurkat NF kB-luciferasa que expresan OX40 de cyno/rhesus

combinada con la linea de células B de rhesus LCL86 64. Datos
mostrados para 2 ensayos independientes con 4 repli cas para
cada uno de los puntos de datos. Las Barras de erro res
representan el error tipico de la media. RLU = unid ades de

luz relativas.
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Figura 21A-B. Actividad de OX40mAb24 y 9B12 enel C lon
B2 en Jurkat NF K-luciferasa que expresa OX40 de Cyno/Rhesus
y Ensayos de Bioactividad de Células Inmunes de Rhe sus que
expresan el Receptor Fc Gamma. Induccion dependient e de la
concentracion de la actividad de NF KB por parte de OX40mAb24
(Panel A) y 9B12 (Panel B)(en RLU) en una linea de células
informadoras Jurkat NF KB-luciferasa que expresan OX40 de
cyno/rhesus combinada con la linea de células inmun es de
rhesus que expresan el receptor Fc y. Dos réplicas por cada

punto de datos. RLU = unidades de luz relativas.
Figura 22A-D. OX40mAb24 'y 9B12 Provocan la

Proliferacion de Células T CD4 de Rhesus Primarias. OX40mAb24
(22A-B) y 9B12 (22C-D) inducian la division celular en
células CD4 + de rhesus activadas primarias. Los datos se

muestran para 2 ensayos independientes con pocillos por

triplicado. Las Barras de errores representan el e rror

tipico de la media.
Figura 23A-B. Efecto de OX40mAb24 y 9B12 sobre el

Crecimiento de Células A375 en un Modelo de Xenoinj erto de
Raton — Experimento 1. Se sometieron a injerto seis ratones
NOD/SCID en cada uno de los grupos por via SC en el dia 1
con células A375 mezcladas con lineas de células T CD4 y

CD8 alorreactivas humanas a una relacion E:T de 1:6.

OX40mAb24 (23A) y 9B12 (23B) y el control del isoti po (23A-
B) se administraron por via IP los Dias 3, 5, 7, 10 y12. Se
muestran los valores medios de volimenes tumorales. Una
comparacion entre los animales tratados con OX40mAb 24 (23A)
otratados con9B12 (23B) y los animales tratados ¢ on control
del isotipo se realizo los Dias 25 y 18, respectiva mente, y
se analizaron las diferencias entre grupos en cuant oala

significancia estadistica mediante un test de suma de rangos
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de Mann-Whitney. Las Barras de errores representan el error
tipico de la media. *: TGl > 68%, P <0.05seguns e compara
con el grupo control del isotipo. E:T = relacion ef ector-a-
diana; IP intraperitoneal; NOD/SCID = inmunodeficie nte
combinado con diabético no obeso/grave; SC = subcut anea; TGl

= inhibicion del crecimiento del tumor.
Figura 24A-B. Efecto de OX40mAb24 y 9B12 sobre el

Crecimiento de Células A375 en un Modelo de Xenoinj erto de
Ratén — Experimento 2. Se sometieron a injerto seis ratones
NOD/SCID en cada uno de los grupos por via SC en el Dia 1
con células A375 mezcladas con lineas de células T CD4+y

CD8 alorreactivas humanas a una relacion E:T de 1:6.

OX40mAb24 (24A) y 9B12 (24B) y el control del isoti po (24A-
B) se administraron por via IP los Dias 3, 5, 7, 10 y12. Se
muestran los valores medios de voliumenes tumorales. Una
comparacion entre los animales tratados con OX40mAb 24 (12A)
otratados con9B12 (12B)ylos animales tratados c on control
del isotipo se realiz6 el Dia 18, y se analizaron | as
diferencias entre grupos en cuanto a la significanc ia
estadistica mediante un test de suma de rangos de M ann-
Whitney. Las Barras de errores representan el error tipico
de la media. #. TGl > 75%, P < 0.0004 segun se compara con
el grupo control del isotipo. *: TGl = 53%, P < 0.05 segun
se compara con el grupo control del isotipo. E:T = relacion
efector-a-diana; IP intraperitoneal, NOD/SCID =
inmunodeficiente combinado con diabético no obeso/g rave; SC
= subcuténea; TGI = inhibicidn del crecimiento del tumor.
Figura 25. Efecto de OX40mAb24 sobre el Crecimiento de

Células A375 en un Modelo de Xenoinjerto de Raton —
Experimento 3. Se sometieron a injerto seis ratones NOD/SCID

en cada uno de los grupo por via SC en el Dia 1 con células
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A375 mezcladas con lineas de células T CD4
alorreactivas humanas a una relacion E:T de 1:6. OX
se administro IP los Dias 3, 6, 8, 10 y 13. Se mues
valores medios de volimenes tumorales. Una comparac
los animales tratados con OX40mAb24 y los animales
con control del isotipo se realiz6 el Dia 28,y se
las diferencias entre grupos en cuanto a la signifi
estadistica mediante un test de suma de rangos de M
Whitney. Las Barras de errores representan el error
de la media. *: TGl = 75%, P < 0.05 comparado con e
control del isotipo; E:T = relacién efector-a-diana
intraperitoneal; NOD/SCID = inmunodeficiente combin
diabético no obeso/grave; SC = subcutanea; TGl = in
del crecimiento del tumor.

Figura26A-B. Efecto de OX86 mlgG2asobre el Crecim
de Células CT25 en un Modelo Singeneico de Ratén. S
inocularon diez ratones BALB/c en cada uno de los g
via SC en el Dia 1 con células CT26. Control (contr
negativo) y articulo de ensayo (OX86 migG2a) se
administraron por via IP en los Dias 9 y 12 (flecha
(26A)). Se muestran los valores de la media (26A) e
individuales (26B) de los volimenes de los tumores.
realiz6 una comparacion entre los animales tratados
migG2a y los animales tratados con control negativo
realizd6 y se analizaron las diferencias entre grupo
cuanto a la significancia estadistica mediante ANOV
via utilizando el software GraphPad Prism 6.0. Las
errores representan el error tipico de la media. *:
50%, P < 0.0001 segun se compara con el grupo contr
isotipo el Dia 21. IP = intraperitoneal; SC = subcu

TGI = inhibicién del crecimiento del tumor.
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Figura27A-B. Efectode OX86 migG2asobre el Crecim

de Células CT26 en un Modelo Singeneico de Ratén. S

inocularon doce ratones BALB/c en cada uno de los g
via SC en el Dia 1 con células CT26. El articulo de
(OX86 mlgG2a) se administré por via IP en los Dias
(flechasen (27A)). Se muestran los valoresdelam

e individuales (27B) de los volumenes de los tumore
realizd una comparacion entre los animales tratados
migG2a y los animales control no tratados se realiz

analizaron las diferencias entre grupos en cuanto a

significancia estadistica mediante ANOVA de una via

utilizando el software GraphPad Prism 6.0. Las Barr
errores representan el error tipico de la media. *
50%, P < 0.0001 segun se compara con el grupo contr
tratado el Dia 24. IP = intraperitoneal; SC = subcu
TGI = inhibicion del crecimiento del tumor.

Figura 28A-B. Efectode OX86 migG2asobre el Crecim

de Células MCA205 en un Modelo Singeneico de Ratdn.

inocularon catorce ratones C57BL/6 en cada uno de |
por via SC en el Dia 1 con células MCA205. Articulo
(control del isotipo) y articulo de ensayo (OX86 mi
administraron por via IP en los Dias 11 y 14. Se mu
los valores de la media (28A) e individuales (28B)
volimenes de los tumores. Se realizé una comparacio
los animales tratados con OX86 mlgG2aylos animale
con control delisotipoy se analizaron las diferen

grupos en cuanto a la significancia estadistica med
ANOVA de una via utilizando el software GraphPad Pr
Las Barras de errores representan el error tipico d

media. *: TGl > 50%, P < 0.0001 segun se compara C
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grupo control del isotipo el Dia 27. IP = intraperi toneal;
SC = subcutanea; TGI = inhibicion del crecimiento d el tumor.
Figura29A-B. Efecto de OX86 mlgG2asobre el Crecim iento
de la Linea de Células 4T1 en un Modelo Singeneico de Ratén.
Se inocularon doce ratones BALB/c en cada uno de lo S grupos
por via SC en el Dia 1 con células 4T1. Articulo co ntrol
(control del isotipo) y articulo de ensayo (OX86 mi gG2a) se
administraron por via IP en los Dias 13, 16, 20 y 2 3. Se
muestran los valores de la media (29A) e individual es (29B)
de los volumenes de los tumores. Se realiz6 una com paracion
entre los animales tratados con OX86 mlgG2a y los a nimales
tratados con control del isotipo y se analizaron la S
diferencias entre grupos en cuanto a la significanc ia
estadistica mediante ANOVA de una via utilizando el software
GraphPad Prism 6.0. Las Barras de errores represent an el
error tipico de la media. IP = intraperitoneal; SC =
subcutanea; TGI = inhibicion del crecimiento del tu mor.

Figura 30. Alineamiento de Aminoacidos del Dominio

Extracelular de moléculas de OX40 Humanas y de Rat6 n. OX40
humano (secuencia de referencia de NCBI NP_003318.1 )
comparte un 60% de la identidad de la secuencia con OX40 de
raton (secuencia de referencia de NCBI NP_035789.1) . El
alineamiento se realiz6 utilizando el método de Clu stal W.
Se detallan los dominios extracelulares de OX40. Los
aminoacidos que difieren entre ser humano y raton e n el
dominio CRD3 se muestran con flechas. Los dos resid uos del
epitopo criticos L116y A126 estan encuadrados. CRD =dominio
rico en cisteina.

Figura 31. Nomenclaturay Representacion Esquematic ade
Variantes de OX40 Humanas/Raton Quiméricas. Se cons truyeron

variantes de OX40 humanas/ratdbn quimeéricas intercam biando
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diversos dominios o residuos de OX40 de ratén (en b
humano (en negro) (KO) o de aminoacidos de OX40 hum
OX40 de raton (Kl).
individuales o combinaciones se mostraron con una f
roja (KO) y verde (KI). CRD = dominio rico en ciste

= activado; KO = inactivado; TM = dominio de transm

Figura 32A-C. Analisis FACS de la Unién de OX40mAb2

Variantes de 0OX40 Humanas/Ratén Quiméricas. Todas
variantes se expresaron de forma transitoria utiliz
células 293F parala caracterizacion de launion co

FACS utilizando OX40mAb24 y su mAb de raton parenta

Los niveles de expresion se vigilaron utilizando an

policlonales OX40 anti-humanos y de raton. (A) Util
variantes quimeéricas intercambiadas en el dominio,
dominio CRD3 se identificO como el dominio que cont
epitopo. OX40mAb24 y 9B12 no se unen a las variante
codifican el dominio CRD3 de ratén (KO_CRD3 y KO_CR
reconocen la variante Kl (KI_CRD3) que codifica el
CRD3 humano.

criticos se determinaron como L116 y A126 en el dom

(B) Adicionalmente, residuos de epitop

al mutar aminoacidos individuales o combinaciones d
aminoacidos que difieren entre humanos y de ratén e
dominio CRD3 (Figura 11-1). La union de OX40mAb24 y
aboli6é cuando se reemplazan los residuos humanos L1
por los homadlogos de ratén (KO_L116+A126). (C) Las
Kl/ganancia-de-funcion confirman la importancia de
residuos criticos. El injerto de L116, A126 o la co
a OX40 de ratdén condujo a la unién de OX40mAb24 y

Figura 33A-D. Niveles de expresion de Ki67 e ICOS s
células T CD4

mlgG2a a Ratones Naif. Siete ratones BALB/c naif e

Las mutaciones para aminoacido
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uno de los grupos fueron inoculados por via intrape

el Dia 1 con articulos de control (solucién salina

del isotipo NIP228 IgG2a) y articulo de ensayo (OX8

a los niveles de dosis indicados. Se tomo sangre

Ay C) los Dias indicados y se aislaron los bazos d
grupos el Dia 10. Los niveles de expresion de Ki67

Ay B) e ICOS (paneles Cy D) en células T CD4
mediante citometria de flujo. Para cada uno de los
muestran los valores medios del porcentaje de célul
sangre que expresan Ki67 (panel A) e ICOS (panel C)
cadaunodelosanimales de grupos individuales se

el porcentaje de células CD4 en el bazo que expresa
(panel A) e ICOS (panel D).
representan el error tipico de la media. *: P

marcados en los Paneles A y C; los valores de P est
enumerados para cada uno de los grupos con signific

los Paneles By D.

Figura 34A-B. Correlacion de la Expresion de Ki67 e

ICOS en células T CD4
tras la Administracion de OX86 mlgG2a a Ratones Nai
realizd una comparacion entre el porcentaje de Ki67

en células T CD4 positivas aisladas de la sangre pe

(panel A) y los bazos (panel B) de animales individ
mostrados en la Figura 12-1 10 dias después del tra

con articulos control (solucién salinay control de

NIP228 IgG2a) y articulo de ensayo (OX86 milgG2a) a
niveles de dosisindicados. Serepresentaronlas

para ratones individuales. El analisis de regresion

se realizé utilizando el software GraphPad Prism 6.

grupo resultante de conjuntos de datos para determi

linea de mejor ajuste para los datos. Para cada uno

Las Barras de errores
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graficos se proporcionan el coeficiente de determin acion
(r2) y la significancia de que la curva es no cero (valor
P).

Figura 35A-D. Niveles de expresion de Ki67 e ICOS s obre
células T CD8 + de la Sangre Periférica y Esplénicas tras la
Administracion de OX86 mlgG2a a Ratones Naif. Siete ratones
BALB/c naif en cada uno de los grupos fueron inocul ados por
via intraperitoneal el Dia 1 con articulos de contr ol
(solucion salina y control del isotipo NIP228 IgG2a )y
articulo de ensayo (OX86 migG2a) a los niveles de d osis
indicados. Se tomao sangre (paneles Ay C) los Dias indicados
y se aislaron los bazos de cinco grupos el Dia 10. Los
niveles de expresion de Ki67 (paneles Ay B) e ICOS (paneles
CyD)encélulas T CD8 * se midieron mediante citometria de
flujo. Para cada uno de los grupos se muestran los valores
medios del porcentaje de células CD8 en sangre que expresan
Ki67 (panelA) e ICOS (panel C). Paracadaunodel osanimales
de gruposindividuales se representd el porcentaje decélulas
CD8 en el bazo que expresan Ki67 (panel A) e ICOS ( panel D).
Las Barras de errores representan el error tipico d e la
media. *: P < 0.05 estan marcados en los Paneles Ay C; los
valores de P estan enumerados para cada uno de los grupos

con significancia en los Paneles B y D.

Figura 36A-B. Correlacion de la Expresion de Ki67 e
ICOS en células T CD8 * de la Sangre Periférica y Esplénicas
tras la Administracion de OX86 migG2a a Ratones Nai f. Se
realiz6 una comparacion entre el porcentaje de Ki67 e ICOS
en células T CD8 * positivas aisladas de la sangre periférica
(panel A) y los bazos (panel B) de animales individ uales
mostrados en la Figura 12-1 10 dias después del tra tamiento

con articulos control (solucion salinay control de lisotipo
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NIP228 IgG2a) y articulo de ensayo (OX86 migG2a) a

niveles de dosis indicados. Se representaron las me
para ratones individuales. El analisis de regresion

se realizé utilizando el software GraphPad Prism 6.
grupo resultante de conjuntos de datos para determi
linea de mejor ajuste para los datos. Para cada uno
graficos se proporcionan el coeficiente de determin
(r2) y la significancia de que la curva es no cero

P).
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Figura 37A-D. Efecto de OX86 IgG2a de Raton sobre e I

Crecimiento de la Lineade Células CT26 en el Model

Singeneico que Carece de Receptores Fc Gamma Inhibi

(Fcgr2b-/-) o Activantes (Fcerlg-/-).

ratones BALB/c modificados genéticamente para que ¢

Grupos de

del receptor inhibidor Fc

de los receptores activantes Fc
D) se inocularon por via SC el Dia 1 con células CT
Articulos control (control solucién salina/no trata
mutante OX86 mlgG1l D265A/control del isotipo) y art
ensayo (OX86 mlgG2a) se administraron por via IP en

4 y 7. Se muestran los volimenes medios (paneles A
individuales (paneles B y D) de los tumores. Se rea
comparacion entre los animales tratados con OX86 ml
los animales no tratados y tratados con control del

y se analizaron las diferencias entre grupos en cua
significancia estadistica mediante ANOVA de una
utilizando el software GraphPad Prism 6.0. Las Barr
errores representan el error tipico de la media. SC

inhibicion

subcutanea; IP = intraperitoneal; TGl =

crecimiento del tumor.

ode Ratén
dores
ocho

arecieran

v llb (Fcgr2b-/-; paneles Ay B) o
v (Fcerlg-/-; paneles C and

26.
do vy
iculo de
los Dias
yCe
liz6 una
gG2ay
isotipo
nto a la
via
as de

del



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 - 28 - PCT/US2015/054490

Figura 38A-D. Efecto de OX86 IgG2a de Raton sobre e I
Crecimiento de la Linea de Células MCA205 en un Mod elo de

Ratdn Singeneico que Carece de Receptores Fc Gamma

Inhibidores (Fcgr2b-/-) o Activantes (Fcerlg-/-). G rupos de
ocho ratones C57BL/6 mutados genéticamente para que
carecieran del receptor inhibidor Fc v llb  (Fcgr2b-/-;
paneles A y B) o de los receptores activantes Fc v (Fcerlg-
/-; paneles C and D) se inocularon por via SC el Di alcon

células MCA205. Articulos control (control solucion

salina/no tratado y mutante OX86 mlgGl D265A/contro | del
isotipo) y articulo de ensayo (mOX40L FP) se admini straron
por via IP en los Dias 4 y 7. Se muestran los volum enes
medios (paneles Ay C) e individuales (paneles By D) de los
tumores. Se realizO una comparacion entre los anima les
tratados con mOX40L FP y los animales no tratados y tratados
concontrol delisotipoy se analizaron las diferen ciasentre
grupos en cuanto a la significancia estadistica med iante
ANOVA de una via utilizando el software GraphPad Pr ism 6.0.
Las Barras de errores representan el error tipico d e la
media. *: TGI >95%, P <0.023 segun se compara con el grupo

control del isotipo el dia 20. SC = subcutanea; IP =

intraperitoneal; TGI = inhibicion del crecimiento d el tumor.
Figura 39A-B. Niveles de expresion de Ki67 en célul as

T CD4+ Aisladas de la Sangre Periférica, del Bazo y Tumor es

CT26 tras la Administracion de OX86 IgG2a de Ratén a Ratones

gue Carecen de Receptores Fc Gamma Inhibidores (Fcg r2b-/-)

o Activantes (Fcerlg-/-). Grupos de cuatro ratones BALBI/c

modificados genéticamente para que carecieran del r eceptor

inhibidor Fc v lIb (Fcgr2b-/-; paneles A) o de los receptores
activantes Fc v (Fcerlg-/-; paneles B) se inocularon por via

SC el Dia 1 con células CT26, pero se realiz6 de ma nera
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similar al estudio presentado en la Figura 12-5. A

control (control solucion salina/no tratado y mutan
mIgG1 D265A/control del isotipo) y articulo de ensa
mlgG2a) se administraron por via IP en los Dias 4 y
Sangre, bazos y tumores se aislaron el Dia 14 para

Ay el Dia 13 para el panel B. Los niveles de expre

Ki67 en células T CD4
flujo. Los simbolos representan el porcentaje de Ki
células T CD4

individuales; la barra horizontal representa los va

* positivas de cada uno de los tejidos de ratones

medios para cada uno de los grupos. Las diferencias
grupos se analizaron en cuanto ala significanciae
mediante ANOVA de una via utilizando el software Gr
Prism 6.0, y se indican con una barra horizontal co
SC =

valores de P calculados. subcutanea; IP
intraperitoneal

Figura 40A-B. Niveles de expresion de Ki67 en célul
T CD8+ Aisladas de la Sangre Periférica, del Bazo y Tumor
CT26 tras la Administracion de OX86 IgG2a de Raton
gue Carecen de Receptores Fc Gamma Inhibidores (Fcg
o Activantes (Fcerlg-/-). Grupos de cuatro ratones
modificados genéticamente para que carecieran del r
inhibidor Fc

activantes Fc

v lIb (Fcgr2b-/-; paneles A) o de los receptores
v (Fcerlg-/-; paneles B) se inocularon por via

SC el Dia 1 con células CT26; este estudio es indep

de, pero se realiz6 de manera similar al estudio pr

en la Figura 12-5. Articulos control (solucién sali

tratado y mutante OX86 migGl D265A/control del isot

articulo de ensayo (OX86 mlgG2a) se administraron p

en los Dias 4 y 7. Sangre, bazos y tumores se aisla

Dia 14 para el panel A y el Dia 13 para el panel B.
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niveles de expresion de Ki67 en células T CD8
mediante citometria de flujo. Los simbolos represen
porcentaje de Ki67 en células T CD8
de los tejidos de ratones individuales; la barra ho
representa los valores medios. Las diferencias entr

se analizaron en cuanto a la significancia estadist
mediante ANOVA de una via utilizando el software Gr
Prism 6.0, y se indican con una barra horizontal co
de P SC =

intraperitoneal

valores calculados. subcutanea; IP =
Figura 41A-B. Niveles de expresion de Ki67 en célul

T CD4 Aisladas de los Ganglios Linfaticos de Drenaj

Bazo y Tumores MCAZ205 tras la Administracion de OX8

de Ratdn a Ratones que Carecen de Receptores Fc Gam
Inhibidores (Fcgr2b
cuatro ratones C57BL/6 modificados genéticamente pa

v lIb (Fcgr2b -

v (Fcerlg

- ) o Activantes (Fcerlg

carecieran del receptor inhibidor Fc
A) o de los receptores activantes Fc
se inocularon por via SC el Dia 1 con células MCA20
estudio es independiente de, pero se realizd de man
similar al estudio presentado en la Figura 12-6. Ar

control (solucion salina/no tratado y mutante OX86
D265A/controldelisotipo) y articulo de ensayo (OX

se administraron por via IP en los Dias 4 y 7. Gang
linfaticos, bazos y tumores se aislaron el Dia 20 p

panel B. Los niveles de expresion de Ki67 en célula

se midieron mediante citometria de flujo. Los simbo
representan el porcentaje de Ki67 en células T CD4

de cada uno de los tejidos de ratones individuales;
horizontal representa los valores medios. Las difer

entre grupos se analizaron en cuanto a la significa
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estadistica mediante ANOVA de una via utilizando el software
GraphPad Prism 6.0, y se indican con una barra hori zontal
con los valores de P calculados. SC = subcutanea; | P =
intraperitoneal

Figura 42A-B. Niveles de expresion de Ki67 en célul as
T CD8 Aisladas de los Ganglios Linfaticos de Drenaj e, del
Bazo y Tumores MCAZ205 tras la Administracion de OX8 6 1gG2a
de Ratdn a Ratones que Carecen de Receptores Fc Gam ma
Inhibidores (Fcgr2b-/-) o Activantes (Fcerlg-/-). G rupos de
cuatro ratones C57BL/6 modificados genéticamente pa ra que
carecieran del receptor inhibidor Fc v llb  (Fcgr2b-/-;
paneles A) o de los receptores activantes Fc v (Fcerlg-/-;
paneles B) se inocularon por via SC el Dia 1 con cé lulas
MCAZ205; este estudio es independiente de, pero se r ealizé de
manera similar al estudio presentado en la Figura 1 2-6.
Articulos control (solucién salina y control mutant e mOX40L
FP D265A) Yy articulo de ensayo (OX86 mlgG2a) se adm inistraron
por via IP en los Dias 4 y 7. Los ganglios linfatic os de
drenaje, los bazos y el tumor se aislaron el Dia 20 . Los
niveles de expresion de Ki67 en células T CD8 * se midieron
mediante citometria de flujo. Los simbolos represen tan el
porcentaje de Ki67 en células T CD8 * positivas de cada uno
de los tejidos de ratones individuales; la barra ho rizontal
representa los valores medios. Las diferencias entr e grupos
se analizaron en cuanto a la significancia estadist ica
mediante ANOVA de una via utilizando el software Gr aphPad
Prism 6.0, y se indican con una barra horizontal co n los
valores de P calculados. SC = subcutanea; IP =
intraperitoneal

Figura 43A-B. Reducciéon de Ceélulas T Reguladoras

mediante OX40mAb24. Panel A: Porcentajes de células
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CD4Foxp3 + Treg humanas medidos en la sangre periférica de

ratones alos que se injertaron células inmunes hum anasjunto
antes de la inmunizacion con KLH y el tratamiento ¢ on NIP228
hulgG1 control (hulgGl) u OX40mAb24. Sin mAb indica sin
inmunizacion y sin tratamiento con mAb. Panel B: Po rcentajes

de células CD4 *Foxp3+ Treg humanas medidos en la sangre
periférica de ratones en los mismos grupos despueés de
inmunizacion y tratamiento con mAbs. Los valores p

estadisticos son de ANOVA de una via. Hu = humano; mAb =

anticuerpo monoclonal; Treg = células T reguladoras

Figura 44A-D. Expansion de Células T CD4 Efectoras y de
la Memoria con Respecto a Células T Reguladoras des pués de
Tratamiento con OX40mAb24. Relaciones de células T CD4+
humanas a células Treg humanas en la sangre perifér ica de
ratones a los que se injertaron células inmunes hum anas ya
sea con pre-tratamiento (izquierda) o post-tratamie nto
(derecha) con inmunizacion con KLH seguido del mAb NIP228
hulgG1 (hulgG1) u OX40mAb24, tal como se indica, pa racélulas
T CD4+ Totales (Panel A); CD4 + efectoras (Teff) (Panel B);

CD4 de la memoria efectoras (Tem) (Panel C); y CD4 * de la
memoria centrales (Tcm) (Panel D). Sin mAb indica s in
inmunizacion, asi como sin tratamiento con mAb. Los valores

p estadisticos son de ANOVA de una via. Hu = humano ; MAb =
anticuerpo monoclonal; Tcm = células T de la memori a
centrales; Teff = células T efectoras; Tem = célula sTdela

memoria efectoras

Figuras 45A-B. Relaciéon Incrementada de Células T C D8*
Efectoras a Reguladoras en Ratones Tratados con OX4 OmADb24.
Relaciones de células T CD8 * humanas a células Treg humanas
en la sangre periférica de ratones a los que se inj ertaron

células inmunes humanas ya sea con pre-tratamiento
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(izquierda) o post-tratamiento (derecha) con inmuni zacion
con KLH seguido del mAb NIP228 hulgG1 (hulgG1l) u OX 40mAb24,
tal como se indica. Sin mAb indica sin inmunizacion , asi
como sin tratamiento con mAb. Se indican los valore sp
estadisticos de ANOVA de unaviacomparando todos | 0S grupos.
Hu = humano; mAb = anticuerpo monoclonal; Teff = cé lulas T

efectoras; Treg = células T reguladoras

Figuras 46A-C. Niveles Incrementados de CD25 (Recep tor
deIL-2) en Células T CD8 * Efectoras a Reguladoras en Ratones
Tratados con OX40mAb24. Porcentaje de células posit ivas de
CD25 (receptor de IL-2) entre células T CD8 * humanas en la
sangre periférica de ratones a los que se injertaro n células
inmunes humanas ya sea con pre-tratamiento (izquier da) o
post-tratamiento (derecha) o sin tratamiento (sin m Ab), o
inmunizacion con KLH seguido del mAb NIP228 hulgG1 (hulgG1)
u OX40mAb24, tal como se indica, para (A) células T CD8+
Totales; (B) CD8 + efectoras (Teff); (C) CD8 + de la memoria
efectoras (Tem). Sin mAb indica sin inmunizacién, a si como
sin tratamiento con mAb. Los valores p estadisticos son de
ANOVA de una via. Hu = humano; mAb = anticuerpo mon oclonal;
Teff = células T efectoras; Tem = células T de la m emoria
efectoras.

DESCRIPCION DETALLADA
La implicacidn del receptor OX40 en células T, p.e .
células T CD4 + durante o poco después del cebado por parte

de un antigeno resulta en una respuesta incrementad ade las
célulasT, p.ej .,célulasTCD4 *+al antigeno. En el contexto

de la presente divulgacion, el término “implicacion " se
refiere a la union y a la estimulacion de al menos una
actividad mediada por el receptor OX40. Por ejemplo , la

implicaciéon del receptor OX40 en células T especifi cas para
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el antigeno, p. € ., células T CD4 * puede resultar en una
proliferacion incrementada de células T en comparac ion con
la respuesta al antigeno solo, y en una produccion

incrementada de citoquinas. Se puede mantener la re spuesta

elevada al antigeno durante un periodo de tiempo

sustancialmente mas largo que en ausencia de implic acion del

receptor OX40. Por lo tanto, la estimulacion a trav es del
receptor OX40 potencia la respuesta inmune especifi ca al
reforzar el reconocimiento de células T de antigeno s, pe .

antigenos de tumores.

Agonistas de OX40 pueden potenciar las respuestas

inmunes especificas para los antigenos en un sujeto , cCuando
se administran al sujeto durante o poco después del cebado
de células T por parte de un antigeno. Los agonista s de OX40
incluyen el ligando de OX40 ("OX40L"), tal como pro teinas de
fusién de OX40L solublesy anticuerpos anti-OX40 0 fragmentos
de los mismos. Un ejemplo especifico es un anticuer po
humanizado que se une especificamente a OX40, desen cadenando
con ello la sefalizacion. Mediante esta descripcion se
proporciona una coleccion de anticuerpos monoclonal es anti-
OX40 humanizados. También se describen acidos nucle icos que
incluyen secuencias de polinucleétidos que codifica n este
tipo de anticuerpos. Esta descripcion también prop orciona
métodos para potenciar una respuesta inmune especif ica para
el antigeno en un sujeto utilizando anticuerpos mon oclonales

anti-OX40 humanizados.
DEFINICIONES
Ha de sefalarse el término entidad “un” o “una” se

refiere a una o mas de esas entidades; por ejemplo, una
molécula de union” se entiende que representa una o mas

moléculas de union.  Como tales, los términos "un® (o
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"una"), "uno o mas", y "al menos uno" pueden utiliz arse

indistintamente en esta memoria.

Ademas, “y/0” cuando se usa en estamemoriadebe to marse
como la descripcion especifica de cada una de las d 0s
caracteristicas o componentes especificados con o s in el
otro. Por tanto, el término “y/0” tal como se usa e nun frase
tal como "A y/o B" en esta memoria pretende incluir "AyB",

"A o B", "A" (solo), y "B" (solo). De modo similar, se
pretende que el término "y/0", segun se utiliza en una frase
tal como "A, B y/o C", incluya cada una de las sigu ientes
realizaciones: A,ByC; A, BoC;Ao0C; Ao0B; BoC; A

y C; Ay B; By C; A (solo); B (solo); y C (solo).

A menos que se defina de otro modo, términos y

expresiones técnicos y cientificos utilizados en es ta
memoria tienen el mismo significado que el que comu nmente se
entiende por un experto ordinario en la técnica a | a que se
refiere esta descripcion. Por ejemplo, el Concise

Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Ju o, Pei-
Show, 22 ed., 2002, CRC Press; el Dictionary of Cel | and
Molecular Biology, 32 ed., 1999, Academic Press;y el Oxford
Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology, r evisado,
2000, Oxford University Press, proporcionan a un ex perto un
diccionario general de muchos de los términos utili zados en

esta descripcion.

Las unidades, los prefijos y los simbolos se indica n
con su forma aceptada por el Sistema Internacional de
Unidades (SI). Los intervalos numéricos incluyen lo s nameros

que definen el intervalo. A menos que se indique lo
contrario, las secuencias de aminoacidos se escribe n de
izquierda a derecha en la orientacion de amino a ca rboxi.

Los encabezados que se proporcionan en el presente documento
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no son limitaciones de los diversos aspectos o aspe
la descripcién, que pueden considerarse por referen
memoria descriptiva en su totalidad. Por consiguien
términos y las expresiones definidos inmediatamente
continuacion se definen mas detalladamente por refe
la memoria descriptiva en su totalidad.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion
sustancia, composicion, entidad y/o cualquier combi
sustancias, composiciones o entidades “que no se pr
forma natural”, o cualesquiera variantes gramatical
mismas, es una expresion condicional que excluye de
explicita, pero solo excluye las formas de sustanci
composicién, entidad y/o cualquier combinaciéon de
sustancias, composiciones o entidades que son o0 que
ser determinadas o interpretadas en cualquier momen
juez o una entidad administrativa o judicial como “
produce de forma natural”.

Tal como se usa en esta memoria, se pretende que el
término “polipéptido” abarque un “polipéptido” sing
como el plural “polipéptidos”, y se refiere a una m
compuesta de monoémeros (aminoacidos) unida linealme
mediante enlaces amida (conocidos también como enla
peptidicos). El término “polipéptido” se refiere a
cadena o cadenas de dos 0 mas aminoacidos, y no se
a una longitud especifica del producto. De esta man
péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos,
“proteinas”, “cadena de aminoacidos”, o cualquier o
término o expresion utilizado para referirse a una
cadenas de dos 0 mas aminoacidos seincluyenenla
de “polipéptido”, y el término “polipéptido” se pue

en vez de, o de forma indistinta con cualquiera de
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términos. El término “polipéptido” también pretende
referirse a los productos de modificaciones post-ex

del polipéptido, que incluyen sin limitacion, glico
acetilacion, fosforilacion, amidacion y derivatizac
mediante grupos protectores/de bloqueo conocidos, e
proteolitica o modificacion por cualesquiera aminoa

no se producen de forma natural. Un polipéptido s
derivar de una fuente biologica o se puede producir
tecnologia recombinante, pero no necesariamente se
a partir de una secuencia de acidos nucleicos desig
polipéptido se puede generar de cualquier forma, in
sintesis quimica.

Un polipéptido como se divulga en esta memoria pued
ser de un tamafo de aproximadamente 3 0 mas, 5 0 ma
mas, 20 o mas, 25 o mas, 50 o mas, 75 o mas, 100 o
0 mas, 500 o més, 1.000 o més, o 2.000 o0 mas aminoa
Los polipéptidos pueden tener una estructura tridim
definida, aunque no necesariamente tienen dicha est
A los polipéptidos con wuna estructura tridimensiona
definida se les alude como plegados, y a los polipé

gue no poseen una estructura tridimensional definid

gque pueden adoptar un gran numero de diferentes

conformaciones, se les alude como no plegados. Ta

utiliza en esta memoria, el término glicoproteina s

a una proteina  acoplada a al menos un resto hidrato de

carbono que esta unido a la proteina a través de un

lateral con contenido en oxigeno o con contenido en

de un aminoéacido, p.ej. ,unaserina o una asparagina.
Por un polipéptido “aislado” o un fragmento, varian

o derivado del mismo se entiende un polipéptido que

en su medio natural. No se requiere un nivel concre
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purificacion. Por ejemplo, se puede retirar un poli

aislado de su entorno nativo o natural. Polipéptido
proteinas producidos de forma recombinante, expresa
células huéspedes, se consideran aislados tal como
describen en esta memoria, ya que son polipéptidos

o recombinantes que han sido separados, fraccionado
parcial o sustancialmente purificados por cualquier

adecuada.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término

polipéptido “que no se produce de forma natural”,
cualesquiera variantes gramaticales del mismo, es u
condicional que excluye de manera explicita, pero s
excluye las formas del polipéptido que son o que pu
determinadas o interpretadas en cualquier momento p
juez o una entidad administrativa o judicial como *
produce de forma natural”.

Otros polipéptidos divulgados en el presente docume
son fragmentos, derivados, analogos o variantes de
péptidos anteriores, y cualquier combinacién de est
términos “fragmento”, “variante”, “derivado” y “ana
tal como se describen en esta memoria, incluyen cua
polipéptidos que conservan al menosalgunadelasp
del anticuerpo o polipéptido nativo correspondiente
ejemplo unirse especificamente a un antigeno. Frag
polipéptidos incluyen, por ejemplo,
proteoliticos, asi como fragmentos de delecion, ade
fragmentos de anticuerpos especificos comentados en
parte en esta memoria. Variantes de,
incluyen fragmentos tal como se describen arriba, y
polipéptidos con secuencias de aminoacidos alterada

a sustituciones, deleciones o inserciones de aminoa

fragmentos
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En determinados aspectos, las variantes pueden ser gue no se
producen de forma natural. Las variantes que se pro ducen de
forma no natural se pueden producir mediante técnic as de

mutagénesis conocidas en la técnica. Las variantes

polipeptidicas pueden comprender sustituciones, del eciones
o adiciones de aminoéacidos conservadoras o no conse rvadoras.
Los derivados son polipéptidos que han sido alterad os con el

fin de exhibir caracteristicas adicionales que no s e
encuentran en el polipéptido original. Ejemplos inc luyen
proteinas de fusion. Las variantes de polipéptidos pueden
también denominarse en esta memoria como “analogos de
polipéptidos”. Tal como se utiliza en esta memoria , aun
“derivado” de un polipéptido también se le puede al udir como
un polipéptido objeto que tiene uno o mas aminoéacid 0s
quimicamente derivatizados por reaccion de un grupo lateral
funcional. También incluidos como “derivados” son aquellos
péptidos que contienen uno o mas derivados de los v einte
aminoacidos convencionales. Por ejemplo, 4-hidroxip rolina
puede sustituirse por prolina; 5-hidroxilisina pued e
sustituirse por lisina; 3-metilhistidina puede sust ituirse
por histidina; homoserina puede sustituirse por ser ina; y

ornitina puede sustituirse por lisina.

Una "sustitucion de aminoacidos conservadora" es

aquella en donde un aminoacido se reemplaza por otr 0
aminodacido que tiene una cadena secundaria similar. Se han
definido en la técnica familias de aminoacidos que tienen
cadenas secundarias similares , incluyendo cadenas

secundarias basicas ( p.ej. , lisina, arginina, histidina),

cadenas secundarias acidas ( p.ej. , acido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares no cargadas ( p.e.

asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
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cisteina), cadenas secundarias no polares ( p.ej. , glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, feni lalanina,
metionina, triptéfano), cadenas secundarias beta-ra mificadas
(p.ej. ,treonina, valina, isoleucina) y cadenas secundari as
aromaticas ( p.ej. , tirosina, fenilalanina, triptofano,
histidina). Por ejemplo, la sustitucion de una feni lalanina
por una tirosina es una sustitucion conservadora. E n
determinadas realizaciones, sustituciones conservad oras en
las secuencias de los polipéptidos y anticuerpos de la
presente descripcion no derogan la union del polipé ptido o
anticuerpo que contiene la secuencia de aminoéacidos al
antigeno al que se une la molécula de unién. Métod os de
identificar sustituciones conservadoras de nucledti dos y
aminoacidos que no eliminan la union al antigeno so n bien
conocidos en la técnica (véase, p.ej. , Brummell et al.
Biochem. 32: 1180-1 187 (1993); Kobayashi etal. , Protein

Eng. 12(10):879-884 (1999);y Burks
Sci. USA  94:.412-417 (1997)).

etal.

Proc. Natl. Acad.

El término “polinucledtido” pretende abarcar un &ci do
nucleico singular, asi como plurales acidos nucleic oSy se
refiere a una molécula o construccion de &cido nucl eico
aislada, p.ej. , ARN mensajero (ARNm), ADNc o ADN plasmidico
(ADNp). Un polinucleétido puede comprender un en lace
fosfodiéster convencional o un enlace no convencion al
(p.ej. ,unenlace amida, talcomo se encuentra en los &ci dos
nucleicos peptidicos (ANP)). Las expresiones “acido
nucleico” o “secuencia de &cidos nucleicos” se refi eren a
uno cualquiera o mas segmentos de acido nucleico, p.e.
fragmentos de ADN o ARN, presentes en un polinucleo tido.

Por un acido nucleico o polinucleétido “aislado” se
entiende cualquier forma del acido nucleico o polin ucleodtido
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que estd separada de su entorno nativo. Por ejemplo ,
polinucleotido purificado en gel, o un polinucledti do que

codifica un polipéptido contenido en un vector se

consideraria que seria “aislado”. También, un segme nto de
polinucleotido, p.ej. , un producto de la PCR, que ha sido
modificado paratenersitios de restriccion parala clonacion
se considera que esta “aislado”. Ejemplos adiciona les de un
polinucleotido aislado incluyen polinucleotidos
recombinantes mantenidos en células huéspedes heter ologas o
polinucledtidos purificados (parcial o sustancialme nte) en
una disolucion no nativa tal como un tampdén o soluc ion
salina. Moléculas de ARN aisladas incluyen transcri tos de
ARN in vivo o in vitro de polinucledtidos, en que el
transcrito no es uno que se encuentre en la natural eza. Los
polinucledtidos o acidos nucleicos aislados incluye n ademas
las mencionadas moléculas producidas sintéticamente .Ademas,
un polinucledtido o un &cido nucleico puede ser o p uede
incluir un elemento regulador tal como un promotor, un sitio
de union a ribosoma, o un terminador de la transcri pcion.

Tal como se utiliza en esta memoria, un polinucleét ido
“‘gue no se produce de forma natural’, o cualesquier a

variantes gramaticales del mismo, es wuna definicion

condicional que excluye de manera explicita, pero s olo
excluye las formas del polipéptido que son o que pu eden ser
determinadas o interpretadas en cualquier momento p or un
juez o una entidad administrativa o judicial como “ gue se

produce de forma natural”.

Tal como se utiliza en esta memoria, una “region
codificadora” es una porcion de acido nucleico que consiste
en codones traducidos en aminoacidos. Aunque un “co don de

detencion” (TAG, TGA, o0 TAA) no se traduzcaenuna minoécido,
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se puede considerar que es parte de unaregion cod ificadora,

pero cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo,

promotores, sitios de union a ribosoma, terminadore s dela
transcripcion, intrones, y similares, no son parte de una
region codificadora. Dos 0 mas regiones codificador as pueden
estar presente en una unica construccion de polinuc ledtido,
p.ej. , en un unico vector, o en construcciones de
polinucledtidos diferentes, p.ej. , en vectores separados
(diferentes). Ademas, cualquier vector puede conten er una
Gnica region codificadora, o puede comprender dos o mas
regiones codificadoras, p.ej. , un unico vector puede
codificar por separado una region variable de la ca dena
pesada de inmunoglobulina y una region variable de la cadena
ligera de inmunoglobulina. Ademas, un vector, polin ucleodtido

o &cido nucleico puede incluir regiones codificador as
heterélogas, ya sea condensadas 0 no condensadas a otra
region codificadora. Regiones codificadoras heterd logas
incluyen, sin limitacion las que codifican elemento S o
motivos especializados tales como un péptido sefal secretor

o un dominio funcional heterélogo.

En determinadas realizaciones, el polinucleétido o

acido nucleico es ADN. En el caso del ADN, un polin ucledtido
gue comprende un acido nucleico que codifica un pol ipéptido
normalmente puede incluir un promotor y/u otros ele mentos de
control de la transcripcion o traduccion operativam ente

asociados con una o0 mas regiones -codificadoras. Una

asociacion operativa es cuando una regién codificad orade un
producto génico, p.ej. ,un polipéptido, se asocia con una o

mas secuencias reguladoras de tal manera que dispon e la
expresion del producto génico bajo lainfluenciao el control

de la o las secuencias reguladoras. Dos fragmentos de ADN
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(tal como una regién codificadora de polipéptidos y

promotor asociado con la misma) estan “operativamen
asociados” si la induccion de la funciébn de un prom
resulta en la transcripcion de ARNm que codifica el

génico deseado y si la naturaleza del enlace entre
fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de
secuencias reguladoras de la expresion de dirigir |
expresion del producto génico o de interferir con |
capacidad del molde de ADN de ser transcrito. De
manera, una region promotora se asociara operativam

un acido nucleico que codifica un polipéptido si el

era capaz de efectuar la transcripcion de este acid
nucleico. El promotor puede ser un promotor especif

las células que dirige la transcripcion sustancial

en células predeterminadas. Otros elementos de cont
transcripcion, ademéas de un

promotor, por ejemplo,

potenciadores, operadores, represores, Yy sefales de
terminaciéon de la transcripcion, pueden asociarse ¢
polinucledtido para dirigir la transcripcion especi
célula.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados c
una variedad de regiones control de la transcripcié
incluyen, sin limitacion, regiones control de la
transcripcion que funcionan en células de vertebrad
como, pero no limitadas a segmentos de promotory p
de citomegalovirus (el promotor temprano inmediato
con el intrén A), virus de simio 40 (el promotor te
y retrovirus (tales como el virus del sarcoma de Ro
Otras regiones control de la transcripcion incluyen
derivadas de genesde vertebrados tales como actina

de choquetérmico, hormonadel crecimiento bovinay
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de conejo, asi como otras secuencias capaces de con
expresion génica en células eucaridticas. Las regio
control de la transcripcion adecuadas adicionales i
promotores y potenciadores especificos de tejidos a
promotores inducibles por linfocinas ( p. €j.
inducibles por interferones o interleuquinas).

De forma similar, las personas normalmente expertas
la materia conocen una variedad de elementos contro
traduccion. Estos incluyen, pero no de forma limita
sitios de unién a ribosomas, codones de inicio y te
de la traduccion, y elementos derivados de picornav
(concretamente, un sitio de entrada a ribosomas int
IRES, denominado también secuencia CITE).

En otras realizaciones, un polinucleétido puede ser
ARN, por ejemplo en la forma de ARN mensajero (ARNm
transferencia o ARN ribosomal.

Regiones codificadoras de polinucledtidos y &acidos
nucleicos se pueden asociar con regiones codificado
adicionales que codifican péptidos secretores o de
dirigen la secrecion de un polipéptido codificado p
polinucledtido tal como se describe en esta memoria
acuerdo con la hipétesis sefial, portéinas secretada
células de mamifero tienen un péptido sefial o secue
conductora secretora que es escindido de la protein
unavez que se ha iniciado la exportacion de la cad
proteina en crecimiento a través del reticulo endop
bruto. Los expertos ordinarios en la técnica son
conscientes de que polipéptidos secretados por célu
vertebrados pueden tener un péptido sefial condensad
extremo N del polipéptido, que es escindido del pol

completo o de “longitud completa” para producir una
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secretada o “madura” del polipéptido. En determinad as
realizaciones, se usa el péptido sefal nativo, p.e. ,una
cadenapesadade inmunoglobulina o péptido sefial de lacadena
ligera, o underivado funcional de esta secuenciaq ueretiene

la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptid 0 que se
asocia de manera operativa con este. De forma alter nativa,
se puede usar un péptido sefial de mamifero heterdlo go, o un
derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secue ncia
conductora de tipo salvaje puede ser sustituida por la
secuencia conductora de activador tisular de plasmi noégeno

humano (TPA) o 3-glucuronidasa de raton.

Se describen en esta memoria determinadas moléculas de
unién, o fragmentos de union a antigeno, variantes 0
derivados de los mismos. A menos que se refiera
especificamente a anticuerpos de tamafio completo, | a
expresion “molécula de unién” abarca anticuerpos de tamafio

completo, asi como subunidades de unién a antigenos :

fragmentos, variantes, analogos o derivados de tale S
anticuerpos, p. €. , moléculas de anticuerpo modificadas o

fragmentos que se unen a antigeno de una manera sim ilar a
moléculas de anticuerpos que utilizan un armazon di ferente.

Tal como se utiliza aqui, la expresiéon “molécula de
unién” Se refiere en su sentido mas amplio a una molécula
gue se une especificamente a un receptor, p.€j. ,unepitopo
0 un determinante antigénico. Tal como se describe
adicionalmente en esta memoria, una molécula de uni on puede
comprender uno o0 mas “dominios de uniébn al antigeno ”
descritos en esta memoria. Un ejemplo no limitant e de una
molécula de union es un anticuerpo o fragmento del mismo que

conserva la unién especifica para el antigeno
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Tal como se utiliza en esta memoria, las expresione
“dominio de union”, “dominio de unién al receptor”
de union al antigeno” se refieren a una region de u
molécula de unidn que es necesaria y suficiente par
especificamente a un epitopo. Por ejemplo, un “Fv”,
una cadena pesada variable y una cadena ligera vari
un anticuerpo, ya sea en forma de dos subunidades
polipéptidicas separadas o como una cadena sencilla
considera un “dominio de unién”. Otros dominios de
incluyen, sin limitacion, una cadena variable pesad
de un anticuerpo derivada de una especie de camélid
regiones determinantes de complementariedad (CDRS)
inmunoglobulina expresadas en una estructura hetero
ej. ,unalinea germinal o especie diferente, oenuna
p.€j.
de unién”, tal como se describe en esta memoria, in

diferente, , unarmazon de fibronectina. Una“molécula
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, n
diez, once, doce 0 méas “dominios de unién a antigen

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se pu
utilizar de manera indistinta en esta memoria. Un a
(o un fragmento, variante o derivado del mismo tal
describe en esta memoria) incluye al menos el domin
variable de una cadena pesada (para especies de cam
o al menos los dominios variables de una cadena pes
cadena ligera. Estructuras de inmunoglobulina bésic
sistemas de vertebrados se entienden relativamente
See, eqg.
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988).

que se establezca de otro modo, el término “anticue

, Harlow et al.

abarca cualquiera que oscile entre un pequefio fragm

unién a antigeno de un anticuerpo a un anticuerpo d
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completo, p.ej ., un anticuerpo IgG que incluye dos cadenas

pesadas completas y dos cadenas ligeras completas, un
anticuerpo IgA que incluye cuatro cadenas pesadas ¢ ompletas
y cuatro cadenas ligeras completas y, opcionalmente , incluye
una cadena J y/o un componente secretor, o un antic uerpo IgM
que incluye diez o doce cadenas pesadas completas y diez o
doce cadenas ligeras completas y, opcionalmente, in cluye una
cadena J.

Tal como se comentara con mayor detalle mas adelant e,
el término “inmunoglobulina” comprende diversas amp lias

clases de polipéptidos que se pueden distinguir

bioquimicamente. Los expertos en la técnica aprecia ran que
las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, a Ifa, delta

o épsilon, ( Y, K, a, 9, ¢)conalgunas subclases entre ellas

(p.ej. , v1-v4o0 al-a2)). Lanaturaleza de estacadenaesla

que determina la "clase" del anticuerpo como IgG, | gM, IgA
IgG o IgE, respectivamente. Las subclases de inmuno globulina
(isotipos) p.e. ,1gG 1, 1gG 2, 1gG 3, 1gG 4, IgA 1, IgA 2, etc.
Estan bien caracterizados y se sabe que confieren u na
especializacion funcional. Versiones modificadas d e cada
una de estas clases e isotipos son facilmente disce rnibles

por el experto ordinario a la vista de la presente
descripcion y, por consiguiente, estan dentro del a Icance de
esta descripcion.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lamb da

(K, A). Cada una de las clases de cadena pesada se puede

asociar con una cadena ligera kappa o lambda. En ge neral,
las cadenas ligerasy pesadas estan unidas de forma covalente
entre si, y las porciones de “cola” de las dos cade nas
pesadas estan unidas entre si mediante enlaces disu [furo

covalentes o0 enlaces no covalentes, cuando las
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inmunoglobulinas son generadas por hibridomas, célu
células huéspedes genéticamente modificadas. En la
pesada, lasecuenciade aminoacidos discurre desde
N en los extremos de horquilla de la configuracion
extremo C en el fondo de cada una de las cadenas.
estructura basica de determinados anticuerpos,
anticuerpos IgG, incluye dos subunidades de cadena
dos subunidades de cadena ligera conectadas de form
covalente a través de enlaces disulfuro para formar
estructura “Y”, a la que también se alude en esta m
como una estructura “H2L2".

Las cadenas tanto ligeras como pesadas se dividen e
regiones de homologia estructural y funcional. Los
“constante” y “variable” se utilizan funcionalmente
respecto, se apreciara que los dominios variables d
porciones tanto de cadenaligeravariable (VL) como
pesada variable (VH) determinan el reconocimiento y
especificidad del antigeno. A la inversa, los domi
constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pes
CH2 o CH3) confieren propiedades biologicas tales c
secrecion, movilidad transplacental, union al recep
unién al complemento, y similares. Por convencion,
numeraciéon de los dominios de la region constante a
medida que se vuelven mas distales del sitio de uni
antigeno o al extremo amino del anticuerpo. La porc
terminal es una region variable y en la porcion C t
es una region constante; los dominios CH3 (o CH4 en
de IgM) y CL comprenden realmente el extremo carbox
cadena pesada y ligera, respectivamente.

Tal como se indica arriba, un dominio de unién,

una region variable del anticuerpo permite a la mol
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union reconocer selectivamente y unirse especificam enteaun
receptor, 0 un epitopo en un antigeno. Es decir, e | dominio

VL y el dominio VH, o sub-conjunto de las regiones

determinantes de complementariedad (CDRs), de una m olécula

de union, p. €/ ., un anticuerpo se combinan para formar la

region variable que define un sitio de union tridi mensional

al antigeno. Mas especificamente, el sitio de union al
antigeno se define por tres CDRs en cada una de las cadenas
de VH y VL. Determinados anticuerpos forman estruc turas
mayores. Por ejemplo, IgA puede formar una molécula que
incluya dos unidades H2L2, una cadena J y un compon ente
secretor, todos conectados de forma covalente a tra vés de

enlaces disulfuro, e IgM puede formar una molécula
pentameérica 0 hexameérica que incluya cinco o seis u nidades
H2L2 y, opcionalmente, una cadena J conectada de fo rma

covalente a través de enlaces disulfuro.

Las seis “regiones determinantes de complementaried ad”
0 “CDRs” presentes en un dominio de unién anticuerp o antigeno
son secuencias no contiguas, cortas, de aminoacidos que esta
especificamente posicionadas para formar el dominio de union

a medida que el anticuerpo asume su configuracion
tridimensional en un entorno acuoso. El resto de | 0S
aminodacidos en el dominio de union, a los que se al ude como

regiones de “entramado” o “FW”, muestran una menor

variabilidad inter-molecular. Las regiones de marc o adoptan
ampliamente una conformacion de lamina By las CDRs forman
bucles que conectan, y en algunos casos forman part e de la
estructura de lamina . Por tanto, las regiones de entramado

actuan para formar un armazon que prevé la situacio n de las
CDRs en la orientacion correcta mediante interaccio nes

intercatenarias, no covalentes. El dominio de uniéon formado
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por las CDRs posicionadas define una superficie
complementaria al epitopo en el antigeno inmunorrea ctivo.
Esta superficie complementaria fomenta la union no covalente
del anticuerpo a su epitopo relacionado. Los aminoa cidos que
constituyen las CDRs vy las regiones de entramado,
respectivamente, pueden ser facilmente identificada S para
cualquier region variable de cadena pesada o ligera dada por
parte de un experto ordinario en la técnica, ya que se han
definido de diversas maneras (véase "Sequences of P roteins
of Immunological Interest,” Kabat, E., et al., U.S.

Department of Health and Human Services, (1983); y Chothia
y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987), que se i ncorporan
en esta memoria como referencia en su totalidad).

En el caso en que existan dos o mas definiciones de un
término que se utilice y/o acepte dentro de la técn ica, la
definicion del término, tal como se utiliza en esta memoria,
pretende incluir todos estos significados, a menos gue se
establezca explicitamente lo contrario. Un ejemplo
especifico es el uso del término “region determinan te de
complementariedad” (“CDR”) para describir los sitio S no
contiguos que se combinan con el antigenoy que se encuentran
en la region variable de los polipéptidos de las ca denas
ligera y pesada. Estas regiones particulares han si do
descritas, por ejemplo, por Kabat et al., U.S. Dept . of
Health and Human Services, "Sequences of Proteins o f
Immunological Interest” (1983) y por Chothia et al. , J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987), que se incorporan en esta memoria
comoreferencia. Las definiciones de Kabaty Chothi aincluyen
el solapamiento o subconjuntos de aminoéacidos cuand 0 se
comparan entre si. No obstante, la aplicacion de cu alquier
definicion (u otras definiciones conocidas por el e xperto
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ordinario en la técnica) para referirse a una CDR d e un
anticuerpo o variante del mismo, pretende estar den tro del
alcance del término tal como se define y utiliza en esta
memoria, amenos que se indique de otro modo. Los a minoacidos
apropiados que abarcan las CDRs, segun se definen p or cada
una de las referencias arriba citadas, se recogen m as
adelante en la Tabla 1 como comparacion. Los numero s exactos
de aminoéacidos que abarcan una CDR particular varia ran
dependiendo de la secuencia y el tamafio de la CDR. Los
expertos en la técnica pueden determinar de forma r utinaria
qué aminoacidos comprenden una CDR particular dada la

secuencia de aminoacidos de la region variable del

anticuerpo.
Tabla 1 Definiciones de CDR 1
Kabat Chothia

VH CDR1 31-35 26-32

VH CDR2 50-65 52-58

VH CDR3 95-102 95-102

VL CDR1 24-34 2p-32

VL CDR2 50-56 50-52

VL CDR3 89-97 o11-96

INumeracion de todas las definicionesde CDRenlaT abla

1 estd de acuerdo con las convenciones de numeracio n
recogidas por Kabat etal. (Véase mas adelante).

Kabat etal .definierontambiénunsistemadenumeracion

para las cadenas pesada y ligera de anticuerpos, p. €j.,
secuencias de dominio variable de anticuerpos que e S
aplicable a cualquier anticuerpo. Un experto ordin ario en
la técnica puede asignar inequivocamente este siste ma de
"numeracion de Kabat" a cualquier secuencia del dom inio

variable, sin depender de ningun dato experimental ademas de
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la secuencia en si. Tal como se utiliza en esta mem oria, la
“numeracion de Kabat” se refiere al sistema de nume racion
recogido por Kabat et al . U.S. Dept. of Health and Human
Services, "Sequence of Proteins of Immunological In terest”
(1983). A menos que se sefale explicitamente el uso del
sistema de numeracion de Kabat, sin embargo la nume racion

consecutiva se utiliza para todas las secuencias de

aminoacidos en esta descripcion.

Moléculas de union, p.ej. ,anticuerpos o fragmentos de
unién a antigeno, variantes o derivados de los mism 0s
incluyen, pero no se limitan a anticuerpos policlon ales,
monoclonales, humanos, humanizados o quiméricos, an ticuerpos
de cadena sencilla, fragmentos de unidn a antigenos , p.-€.
Fab, Fab’y F(ab") 2, Fd, Fvs, Fvs de cadena sencilla (scFv),
anticuerpos de cadena sencilla, Fvs enlazados a dis ulfuro
(sdFv), fragmentos que comprenden un dominio VL o V H,
fragmentos producidos por un banco de expresién de Fab.
Moléculas de scFv son conocidas en latécnicay se describen,
p. €j. , en la patente de EE.UU. 5.892.019. Moléculas de
inmunoglobulina o anticuerpos abarcadas por esta de scripcion
pueden ser de cualquier tipo ( p.ej . 1gG,IgE,IgM, IgD, IgA
e 1gY), clase ( p.ej. ,I1gGl, IgG2, IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2)
0 subclase de molécula de inmunoglobulina.

Por “se une especificamente” se quiere dar a entend er
generalmente que una molécula de union, p.ej. ,unanticuerpo
o fragmento, variante o derivado del mismo se une a un
epitopo a través de su dominio de unién al antigeno , Yy que
la union implica una cierta complementariedad entre el
dominio de unién al antigeno y el epitopo. De acuer do con
esta definicion, se dice que una molécula de union se “une

especificamente” a un epitopo cuando se une a ese e pitopo a
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través de su dominio de unién al antigeno mas facil mente que
si se uniera a un epitopo aleatorio, no relacionado . El
término “especificidad” se utiliza en esta memoria para
cualificar la afinidad relativa mediante la cual un a
determinada molécula de unidon se une a un determina do
epitopo. Por ejemplo, la molécula de union “A” se ¢ onsidera
que tiene una mayor especificidad para un epitopo d ado que
la molécula de unién “B”, o se puede decir que la m olécula

de union “A” se une al epitopo “C” con una mayor

especificidad que la que tiene para el epitopo “D”

relacionado.

Se puede decir que una molécula de union, p.e. |,
anticuerpo o fragmento, variante o derivado del mis mo
descrito en esta memoria se une a un antigeno diana con una
constante de disociacion (k(disociacion)) menor que o igual

a pe. ,5X10 2s-1,10 2s1,5X10 =3s-1,10 3s-1 5X10 4
s1,10 4s1, 5X10 S5s1010 °s15X10 €®s-1, 10 6s-1 5X
107 s-1010 7 s,

Se puede decir que una molécula de union, p.ej. , un
anticuerpo o fragmento, variante o derivado del mis mo
descrito en esta memoria se une a un antigeno diana con una
constante de asociacion (k(asociacién)) mayor que o igual a

p.e. ,10 3M1s-1 5X10 3Mls-1,10 4M1s-1,5X10 4M1ls-,
10°M1s1 5X10 5M1s-1 10 6M1s105X10 6M1ls-1010 7
Ml s -1,

Se dice que una molécula de union, p.ej. ,unanticuerpo

o fragmento, variante o derivado del mismo inhibe

competitivamente la union de un anticuerpo de refer encia o
fragmento de union a antigeno a un epitopo dado si se une
preferentemente a ese epitopo de tal manera que blo quea, en

cierto grado, la unién del anticuerpo de referencia 0
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fragmento de union a antigeno al epitopo. Puede de terminarse
la inhibicion competitiva mediante cualquier método conocido
en la técnica, por ejemplo, ensayos ELISA de compet encia. Se
puede decir que unamoléculade uniéninhibe compet itivamente
la unién del anticuerpo de referencia o fragmento d e unién
a antigeno a un epitopo dado en al menos 90%, al me nos 80%,

al menos 70%, al menos 60% o al menos 50%.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término

“afinidad” se refiere a una medida de la resistenci a de la
unidon de un epitopo individual con uno o0 mas domini os de
union, p.ej. , de una molécula de inmunoglobulina. Véase,

p.ej. ,Harlow etal. ,Antibodies: ALaboratory Manual, (Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988) en las paginas
27-28. Tal como se utiliza en esta memoria, el térm ino
“avidez” se refiere a la estabilidad global del com plejo
entre una poblacion de dominios de unién y un antig eno.

Véase, p.ej. , Harlow en las paginas 29-34. La avidez esté

relacionada tanto con la afinidad de dominios de un i6n
individuales en la poblacion con epitopos especific 0S COmo
con las valencias de las inmunoglobulinas y el anti geno. Por
ejemplo, la interacciébn entre un anticuerpo monoclo nal
bivalente y un antigeno con una estructura de epito po muy
repetitiva tal como un polimero, seriaunade eleva daavidez.
Una interaccién entre un anticuerpo monoclonal biva lente con
unreceptor presente aunaelevada densidad enuna superficie

de la célula seria también de elevada avidez.

Moléculas de union o fragmentos de unién a antigeno :

variantes o derivados de los mismos tal como se des criben en
esta memoria también se pueden describir o especifi car en
términos de su reactividad cruzada. Tal como se uti liza en

esta memoria, la expresion “reactividad cruzada” se refiere
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alacapacidad de unamolécula de unién, p.ej. ,unanticuerpo
o fragmento, variante o derivado del mismo, especif ico para
un antigeno, de reaccionar con un segundo antigeno; una

medida de relaciobn entre dos sustancias antigénicas

diferentes. Por lo tanto, una molécula de union rea cciona de
forma cruzada si se une a un epitopo distinto del q ue indujo
su formacion. El epitopo de reaccidn cruzada contie ne
generalmente muchas de las caracteristicas estructu rales
complementarias del epitopo inductor y, en algunos casos,

puede realmente ajustarse mejor que el original.

Unamoléculade unién, p.ej. ,unanticuerpoofragmento,
variante o derivado del mismo también puede describ irse o
especificarse en términos de su afinidad de union a un
antigeno. Por ejemplo, una molécula de unién puede unirse a
un antigeno con una constante de disociacion o K p N0 mayor

que, p.ej .,5x10 2 M, 102 M,5x10 3 M, 103 M,5x10 4 M,
104 M,5x10 5 M,10 5 M,5x10 -6 M, 10 6 M,5x 10 -7 M, 10 7
M,5x10 -8 M,10 8 M,5x10 -9 M, 10 -® M,5x10 -0 M, 10 ‘10 M,5
x10 11 M, 10 12 M,5x10 -2 M, 10 12 M,5x10 -3 M, 10 13 M,5Xx
10-14 M, 10 14 M,5x10 -5 M o010 -15 M.

Fragmentos de anticuerpos que incluyen anticuerpos de
cadena sencilla u otros dominios de unién pueden ex istir
solos 0 en combinacion con uno o mas de los siguien tes:
region de bisagra, dominios CH1, CH2, CH3 o CH4, ca denaJo
componente secretor. También se incluyen fragmentos de union
a antigenos que pueden incluir cualquier combinacié n de
region o regiones variables con uno o mas de region de
bisagra, dominios CH1, CH2, CH3 0 CH4, cadenaJoc omponente
secretor. Moléculas de union, p.ej ., anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de los mismos pueden ser de

cualquier origen animal, incluyendo aves y mamifero s. Los
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anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos, murinos , de
burro, conejo, cabra, cobaya, camello, llama, cabal lo o
pollo. En otra realizaciéon, la region variable pued e ser
contrictoide en origen ( p.ej ., de tiburones). Tal como se

utiliza en esta memoria, anticuerpos “humanos” incl uyen
anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una
inmunoglobulina humana, e incluyen anticuerpos aisl ados de
bancos de inmunoglobulina humana o de animales tran sgénicos
para una o mas inmunoglobulinas humanasy, en algun 0S Ccasos,
pueden expresar inmunoglobulinas enddgenas y en otr 0S no,
tal como se describe infra y, por ejemplo, en la patente de

EE.UU. N°5.939.598 por Kucherlapati et al

Tal como se describe en esta memoria, la expresion
“subunidad de cadena pesada” incluye secuencias de

aminoacidos derivadas de una cadena pesada de

inmunoglobulina, una molécula de unién, p.ej .,unanticuerpo
gue comprende una subunidad de cadena pesada que in cluye al
menos uno de: un dominio VH, un dominio CH1, un do minio de

bisagra ( p.ej ., region de bisagra superior, central y/o

inferior), un dominio CH2, un dominio CH3, un domin io CH4 o
unavariante o fragmento del mismo. Por ejemplo, un amolécula
de union, p.ej ., un anticuerpo o fragmento, variante o

derivado del mismo puede incluir, ademas de un domi nio VH,
un dominio CH1; dominio CH1, una bisagra y un domin o CH2;
un dominio CH1 y un dominio CH3; un dominio CH1, un a bisagra
y un dominio CH3; o un dominio CH1, un dominio de b isagra 'y
un dominio CH3. En determinados aspectos, una moléc ula de

union, p.ej .,unanticuerpo o fragmento, variante o derivado
del mismo puede incluir, ademas de un dominio VH, u n dominio
CH3 y un dominio CH4; o un dominio CH3, un dominio CH4 y una

cadena J. Ademas, una molécula de union para uso en la
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descripcion puede carecer de determinadas porciones de
regién constante, p.ej ., todo o parte de un dominio CH2. Se

entendera por parte de un experto ordinario en la t écnica
que estos dominios ( p.ej ., lasubunidad de cadena pesada) se

pueden modificar de modo que varien en la secuencia de
aminoacidos de la molécula de inmunoglobulina origi nal.

Las subunidades de cadena pesada de una molécula de

unién,  p.ej ., un anticuerpo o fragmento del mismo, pueden

incluir dominios derivados de diferentes moléculas de
inmunoglobulina. Por ejemplo, una subunidad de cade na pesada
de un polipéptido puede incluir un dominio CH1 deri vado de
una molécula de IgG1 y unaregion de bisagra deriva da de una
molécula de 1gG3. En otro ejemplo, una subunidad de cadena
pesada puede incluir una region de bisagra derivada , en
parte, de una molécula de IgG1 y, en parte, de una molécula
de 1gG3. En otro ejemplo, una subunidad de cadena p esada
puede comprender una bisagra quimérica derivada, en parte,
de unamoléculade IgGly, en parte, de una molécul adelgG4.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion
“subunidad de cadena ligera” incluye secuencias de
aminoacidos derivadas de una cadena ligera de

inmunoglobulina. La subunidad de cadena ligera incl uye al
menos uno de un dominio VL o CL ( p.ej .,C xoC ).

Moléculas de unién, p.ej ., anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno, variantes o derivados del mismo s e pueden
describir o especificar en términos del o de los ep itopos o

porciones de un antigeno que reconocen 0 Se unen

especificamente. La porcibn de un antigeno diana qu e
interactia especificamente con el dominio de unién al
antigeno de un anticuerpo es un “epitopo” o un “det erminante

antigénico”. Un antigeno diana puede comprender un solo
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epitopo o al menos dos epitopos, y puede incluir cu alquier
namero de epitopos, dependiendo del tamafio, conform acion y
tipo de antigeno.

Tal como se haindicado previamente, las estructura sde
las subunidades y la configuracion tridimensional d e las
regiones constantes de las diversas clases de
inmunoglobulina son bien conocidas. Tal como se uti liza en
esta memoria, la expresion  “dominio VH” incluye el dominio

variable amino-terminal de una cadena pesada de

inmunoglobulina y la expresion “dominio CH1” incluy e el
primer dominio de region constante (la mayoria de | as veces
amino-terminal) de una cadena pesada de inmunoglobu lina. El

dominio CH1 es adyacente al dominio VH y esta en po sicion
amino-terminal con la region de bisagra de una molé cula de

cadena pesada de inmunoglobulina tipica.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion

“dominio CH2” incluye la porcion de una molécula de cadena
pesada que se extiende, p.ej ., de aproximadamente el
aminoacido 244 al aminoacido 360 de un anticuerpo | gG

utilizando esquemas de numeracion convencionales

(aminoéacidos 244 a 360, sistema de numeracion de Ka bat; y
aminoacidos 231-340, sistema de numeracion de la UE ; véase
KabatEA etal . op. cit .Eldominio CH3 se extiende desde el

dominio CH2 al extremo C de la molécula de IgG, y ¢ omprende
aproximadamente 108 aminoacidos. Determinadas clase s de
inmunoglobulina, p.ej .,IgM,incluyen ademés unaregion CH4.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion

“regidn de bisagra” incluye la porcién de una moléc ula de
cadena pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2 . Esta
region de bisagra comprende aproximadamente 25 amin oacidos

y es flexible, permitiendo de esta manera que las r egiones
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de unibn a antigeno del extremo N se

independientemente.

Como se usa en esta memoria, la expresion “enlace

disulfuro” incluye el enlace covalente formado entr
atomos de azufre. EI aminoacido cisteina comprende
tiol que puede formar un enlace o puente disulfuro
segundo grupo tiol. En determinadas moléculas de Ig
regiones CH1 y CL estan enlazadas por un enlace dis
y las dos cadenas pesadas estan enlazadas por dos e
disulfuro en las posiciones correspondientes a 239
utilizando el sistema de numeracién de Kabat (posic
0 229, sistema de numeracion de la UE). En determin
aspectos proporcionados en esta memoria, un dominio
IgG4 humana puede mutarse en la region de bisagra p
asegurar la formacion del enlace disulfuro entre la
regiones de bisagra, especificamente, una mutacion
a prolina en la posicion 228 (de acuerdo con la num
de EU). Los dominios Fc de IgG4 que comprenden la m
S228P se denominan en esta memoria “dominios Fc de

Tal como se utiliza en esta memoria, una “regién Fc
es una regiéon Fc de IgG humana que comprende sustit
de aminoéacidos de L234F, L235E y P331S tal como se
por el indice de la UE tal como se recoge en Kabat
una funcién efectora reducida o derogada (ADCC y/o
unién reducida o derogada a receptores de Fc y/o to
reducidas o derogadas. Véase, p.e .,
Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2011/0059078, que

incorpora en esta memoria como referencia en su tot

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion

“anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo e

la regidn o el sitio inmunorreactivo se obtiene o d
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una primera especie, y la regién constante (que pue de ser
intacta, parcial o modificada) se obtiene de una se gunda
especie. En algunas realizaciones, la regién o el s itio de
union a diana sera de una fuente no humana ( p.ej ., ratén o

primate) y la region constante es humana.

Las expresiones “anticuerpo  multiespecifico” o

“anticuerpo biespecifico” se refieren a un anticuer po que
tiene dominios de union para dos o mas epitopos dif erentes
dentro de una sola molécula de anticuerpo. Se puede n
construir otras moléculas de union, ademas de la es tructura
de anticuerpo canonica, con dos especificidades de union. La
union al epitopo por parte de anticuerpos biespecif icos 0
multiespecificos puede ser simultanea o secuencial. Triomas
e hibridomas hibridos son dos ejemplos de lineas ce lulares
que pueden secretar anticuerpos biespecificos. Tamb ién se
pueden construir anticuerpos biespecificos por medi 0s
recombinantes. (Strohlein y Heiss, Future Oncol. 6:1387-94
(2010); Mabry y Snavely, IDrugs . 13:543-9 (2010)). Un
anticuerpo biespecifico también puede ser un diacue rpo.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion

“anticuerpo modificado” se refiere a un anticuerpo enelque
el dominio variable en la cadena pesada y ligera o en ambas
estéa alterado por al menos un reemplazo parcial de uno o mas

aminoacidos en las regiones CDR o de entramado. En
determinados aspectos, CDRs completas de un anticue rpo de
especificidad conocida se pueden injertar en las re giones de
entramado de un anticuerpo heterdlogo. Aunque CDRs

alternativas se pueden derivar de un anticuerpo de la misma
clase oincluso subclase que el anticuerpo del que se derivan
las regiones de entramado, las CDRs también se pued enderivar

de un anticuerpo de clase diferente, p.ej ., deunanticuerpo
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de una especie diferente. A un anticuerpo modificad o en el
gue una o0 mas CDRs “donantes” de un anticuerpo no h umano de
especificidad conocidaseinjertan enunaregionde entramado
de cadena pesada o ligera humana se le alude en est a memoria
como un “anticuerpo humanizado”. En determinados as pectos,
no todas las CDRs son reemplazadas por las CDRs com pletas de
la region variable y todavia la capacidad de unién al
antigeno del donante se puede transferir a los domi nios
variables del receptor. Dadas las explicaciones r ecogidas
en, p.ej . laspatentesde EE.UU. N°s5.585.089, 5.693.761 :
5.693.762 y 6.180.370, estara dentro de la competen cia de
los expertos en la técnica, ya sea llevando a cabo una
experimentacion rutinaria o mediante el ensayo de p rueba y

error obtener un anticuerpo modificado o humanizado
funcional.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término

“modificado” incluye la manipulacion de moléculas d e acido
nucleico o polipéptido’por medios sintéticos ( p.ej ., por
técnicas recombinantes, sintesis de péptidos in vitro :
mediante acoplamiento enzimatico o quimico de pépti dos o

alguna combinacion de estas técnicas).

Tal como se utiliza en esta memoria, los términos

“enlazado”, “condensado” o “fusién” u otros equival entes
gramaticales pueden utilizarse de manera indistinta . Estos
términos se refieren a la unién de dos o mas elemen tos o

componentes, por cualquier medio, incluido un medio

recombinante o de conjugacién quimica. Una “fusién en marco”
se refiere ala union de dos 0 mas marcos de lectur a abierta
(ORFs) de polinucleodtidos para formar un ORF mas la rgo
continuo de una manera que mantenga el marco de lec tura de

la traduccion de los ORFs originales. Por lo tanto, una
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proteina de fusion recombinante es una proteina sen

contiene dos 0 mas segmentos que corresponden a pol
codificados por los ORFs originales (segmentos que
normalmente unidos de esta forma en la naturaleza).

el marco de lectura se prepara de esta manera de fo
continua a través de los segmentos fusionados, los

pueden separarse fisica 0 espacialmente mediante, p
ejemplo, una secuencia enlazadora en marco. Por eje
polinucleodtidos que codificanlas CDRs de unaregio

de inmunoglobulina se pueden condensar, en marco, p
separados por un polinucledtido que codifica al men

region de entramado de inmunoglobulina o regiones C
adicionales, siempre que las CDRs “condensadas” sea
traducidas como parte de un polipéptido continuo.

En el contexto de los polipéptidos, una “secuencia
lineal” o una “secuencia” es un orden de aminoacido
polipéptido en una direccion terminal amino a carbo
la que los aminoacidos que son vecinos entre si en
secuencia son contiguos en la estructura primaria d
polipéptido. Una porcién de un polipéptido que es “
terminal” o “N-terminal” con otra porcion de un pol
es la porcién que llega antes a la cadena polipepti
secuencial. De manera similar, una porcion de un po
gue es “carboxi-terminal”’ o “C-terminal” con otra p
un polipéptido es la porcion que llega més tarde a
polipeptidica secuencial. Por ejemplo, en un anticu
tipico, el dominio variable es en “N-terminal” a la
constante, y la region constante es “C-terminal” al
variable.

Eltérmino “expresion”, como se utilizaen estamem

se refiere a un proceso mediante el cual un gen pro

PCT/US2015/054490
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agente bioquimico, por ejemplo, un polipéptido. El proceso
incluye cualquier manifestacion de la presencia fun cional
del gen en la célula que incluye, sin caracter limi tante, el
silenciamiento génico asi como también tanto la exp resion
transitoria como la expresion estable. Esto incluye , Sin
caracter limitante, la transcripcion del gen en el ARN
mensajero (ARNm) y la traduccion de este ARNm en un 0 0 mas
polipéptidos. Si el producto deseado final es un ag ente
bioquimico, la expresion incluye la creacion de dic ho agente
bioquimico y cualquiera de sus precursores. La expr esion de
un gen produce un “producto génico”. Como se usa en esta
memoria, un producto génico, puede ser tanto un Aci do
nucleico, p.ej ., un ARN mensajero producido mediante la
transcripcion de un gen, como un polipéptido que se traduce
a partir de un transcrito. Los productos génicos de scritos
en esta memoria también incluyen &cidos nucleicos c on
modificaciones posteriores a la transcripcion, p.e .
poliadenilacion, o  polipéptidos con  modificaciones
posteriores a la  traduccion, p.ej ., metilacion,
glicosilacion, laadicion de lipidos, laasociacion conotras
subunidades proteicas, la escision proteoliticay s imilares.
Términos tales como “tratando” o “tratamiento” o
“tratar” o “aliviando” o “aliviar’ se refieren a me didas
terapéuticas que curan, ralentizan, reducen los sin tomas de
y/o detienen o ralentizan el progreso de una afecci on o
trastorno patolégico diagnosticado existente. Térmi nos tales
como “prevenir”, “prevenciéon”, “evitar”, “disuasion Ty
similares se refieren a medidas profilacticas o pre ventivas
que previenen el desarrollo de una afeccién o trast orno
patoldgico fijado como objetivo, no diagnosticado. Por lo
tanto, “aquellos en necesidad de tratamiento” puede nincluir
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los que ya tienen el trastorno; los propensos a ten er el
trastorno y aquellos en los que se ha de prevenir e I
trastorno.

OX40, o ‘“receptor OX40” es una proteina (también

denominada diversamente CD134, miembro 4 de la supe rfamilia
del receptor del factor de necrosis tumoral y ACT-3 5),
expresado en la superficie de células T activadas, p.e .

células T CD4 +y CD8 *, asi como en células T reguladoras
(Tregs) Foxp3 +CD4. Las células T CD4 *y CD8 * que no han

experimentado tratamiento anteriormente no expresan 0OX40
(Croft, M., (2010) Ann Rev Immunol 28  :57-78).

“Ligando de OX40” (“OX40L”) (también denominado
diversamente miembro 4 de la superfamilia del recep tor del
factor de necrosis tumoral, gp34, glicoproteina-1 a ctivada
transcripcionalmente TAX y CD252) se encuentra ampl lamente
en células presentadoras de antigenos (APCs) y pued e ser
inducido en células B activadas, células dendritica s (DCs),
células de Langerhans, DCs plamacitoides y macrofag os( Id. ).
Otras células, incluyendo células T activadas, célu las NK,
mastocitos, células endoteliales y células de la mu sculatura
lisa pueden expresar OX40L en respuesta a citoquina S
inflamatorias  ( Id. ). OX40L se une especificamente al

receptor OX40. La proteina humana se describe en la

Publicacion PCT N.° WO 95/21915. ElI OX40L de raton se
describe en la Patente de Estados Unidos. N.° 5.457 .035.
OX40L se expresa sobre la superficie de las células eincluye

un dominio de unién a receptor intracelular, un dom inio de
unién a receptor transmembrana y un dominio de uni6 n a
receptor extracelular. Se puede producir una forma soluble
funcionalmente activa de OX40L eliminando los domin ios

intracelular y transmembrana como se describe, por ejemplo,
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en las Patentes de Estados Unidos N.
y el documento WO 95/21915, las divulgaciones de la

se incorporan en el presente documento para todos |

Una forma funcionalmente activa de OX40L es una for
retiene la capacidad de unirse especificamente a OX
decir, que posee un “dominio de unién al receptor”

discuten a continuacion los métodos de determinar |
capacidad de una molécula o derivado de OX40L de un
especificamente a OX40. Se describen los métodos de

y usar OX40L y sus derivados (tales como los deriva
incluyen un dominio de unién a OX40) en el document
95/21915, que describe también proteinas que compre
forma soluble de OX40L unida a otros péptidos, tale

las regiones Fc de la inmunoglobulina humana (“1g”)

puede producir para facilitar la purificacion del |

OX40 a partir de células cultivadas, o para aumenta
estabilidad de la molécula tras la administracion i

un mamifero (véase también, Patente de Estados Unid
5.457.035y Publicacion PCT N.° WP 2006/121810, amb

se incorporan por referencia en el presente documen
totalidad.

El término "sujeto” o "individuo" o "animal' o
"paciente” o "mamifero” se refiere a cualquier suje
particularmente un sujeto mamifero, al cual se dese
una diagnosis, pronostico o terapia. Sujetos mamife
incluyen seres humanos, animales domésticos, animal
granjay animales de zooldgico, de deportes 0 masco
como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratone
caballos, cerdos, vacas, 0so0s, etcétera.

Tal como se utiliza en esta memoria, frases tales c

“un sujeto que se beneficiaria de la terapia” y “un

PCT/US2015/054490
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en necesidad de tratamiento” incluyen sujetos, tale S como
sujetos mamiferos, que se beneficiarian de la admin istracion
de un anticuerpo anti-OX40 humanizado. Anticuerpos de este
tipo se pueden utilizar, p.ej ., paraprocesos de diagnostico

y/o para el tratamiento o la prevencion de una enfe rmedad,

p.ej ., cancer.
ANTICUERPOS ANTI-OX40 HUMANIZADOS Y FRAGMENTOS DE NION
A ANTIGENO DE LOS MISMOS

La presente descripcion se refiere a anticuerpos,

p.ej ., anticuerpos humanizados que se unen especificame nte
a OX40. En determinados aspectos, un anticuerpo o f ragmento
del mismo, tal como se proporciona en esta memoria, se puede
aislar. En determinados aspectos, un anticuerpo o f ragmento
del mismo, tal como se proporciona en esta memoria, puede
ser sustancialmente puro. En determinados aspectos, un
anticuerpo o fragmento del mismo, tal como se propo rcionaen
esta memoria, puede ser que se produzca de forma no natural.

En determinados aspectos, esta descripcion proporci ona
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e union
a antigeno del mismo, que comprende la VHy VL de O X40mAD5,

OX40mAb8, 0OX40mAbl10, OX40mAbll, OX40mAbl2, OX40mAbl 3,
OX40mAb14, OX40mAbl5, OX40mAbl6é, OX40mAbl7, OX40mAb 18,
OX40mAb19, 0OX40mAb20, OX40mAb21, OX40mAb22, OX40mAb 23,
OX40mAb24, OX40mAb25, OX40mAb25a, OX40mAb26, OX40mA b27,
OX40mAb28, OX40mAb29, OX40mAb30, OX40mAb31l, OX40mAb 32 u
OX40mAb37. En determinados aspectos, esta descripci on
proporciona un anticuerpo anti-OX40 humanizado o0 un

fragmento de union a antigeno del mismo, que compre nde la
cadena pesada y la cadena ligera de OX40mAb5, OX40m AbS8,
OX40mAb10, OX40mAbll, OX40mAbl2, OX40mAbl3, OX40mAb 14,
OX40mAbl15, 0OX40mAbl6, OX40mAbl7, OX40mAbl8, OX40mAb 19,
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OX40mAb20, OX40mAb21, OX40mAb22,
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OX40mAb23, OX40mAb 24,

OX40mAb25, OX40mAb25a, OX40mAb26, OX40mAb27, OX40mA b28,

OX40mAb29, OX40mAb30, OX40mAb31 u OX40mAb32.

En determinados aspectos, esta descripcion proporci
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d
a antigeno del mismo, que comprende un anticuerpo V
anticuerpo VL, en donde VL comprende una secuencia
aminoacidos al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
idéntica con la secuencia de aminoacidos de referen
ID NO: 29 0 SEQ ID NO: 32.

En determinados aspectos, esta descripcion proporci
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d
a antigeno del mismo, que comprende un anticuerpo V
anticuerpo VL, en donde VL comprende SEQ ID NO: 29
NO: 32.

La descripcidon proporciona, ademas, un anticuerpo a
OX40 humanizado o un fragmento de unién a antigeno
gue comprende un anticuerpo VH y un anticuerpo VL,
VH comprende las secuencias de aminoacidos VH-CDR1,
y VH-CDR3 idénticas a, o idénticas excepto por ocho
seis, cinco, cuatro, tres, dos o una sola sustituci
delecion o insercidon de aminoacidos en una o mas de
CDRS a: la secuencia de aminoacidos VHCDR1 SEQ ID N
secuencia de aminoacidos VHCDR2 SEQ ID NO: 14, SEQ
15, o SEQ ID NO: 16, y la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 0 SEQ ID NO: 27.

La descripcidon proporciona, ademas, un anticuerpo a
OX40 humanizado o un fragmento de unién a antigeno
que comprende un anticuerpo VH y un anticuerpo VL,

VH comprende una secuencia de aminoacidos con la fo

ona
e union
Hy un

de

100%
cia SEQ
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nti-
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VH-CDR2
, Siete,
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HFW1-HCDR1-HFW2-HCDR2-HFW3-HCDR3-HFW4,
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en donde HFW1 es SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7, HCDR1

SEQ ID NO: 8, HFW2 es SEQ ID NO: 9, HCDR2 es SEQ ID
SEQ ID NO: 15 0 SEQ ID NO: 16, HFW3 es SEQ ID NO: 1
es SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 0 SEQ ID NO: 27,y
SEQ ID NO: 28. En determinados aspectos, la secuenc
aminoacidos de HFW2 es SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11
NO: 12, o SEQ ID NO: 13. En determinados aspectos,
secuencia de aminoacidos de HFW3 es SEQ ID NO: 18,
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22
NO: 23, 0 SEQ ID NO: 24.

Ademas de ello, la descripcion proporciona un

anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u
antigeno del mismo, que comprende un anticuerpo VH
anticuerpo VL, en donde VH comprende una secuencia
aminoacidos al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
idéntica con la secuencia de aminoécidos de referen
ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO:
ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO:
ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO:
ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO:
ID NO: 65, 0 SEQ ID NO: 67.

En un aspecto, esta descripcion proporciona un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u
antigeno del mismo, que comprende un anticuerpo VH
anticuerpo VL, en donde VL comprende la secuencia d
aminoacidos SEQ ID NO: 29, y VH comprende la secuen
aminoacidos SEQ ID NO: 59.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d
unidn a antigeno del mismo tal como se proporciona
memoria puede incluir, ademas de una VH y una VL, u

constante de cadena pesada o fragmento de la misma.

PCT/US2015/054490
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determinados aspectos, la region constante de caden a pesada
es una region constante de cadena pesada humana, p.ej .,una
region constante de IgG humana, p.ej ., una regidn constante

de IgG1l humana o una regidén constante de IgG4 human a. Tal

como se describe en otra parte en esta memoria, en

determinados aspectos una region constante de caden a pesada
o fragmento de la misma, p.ej ., unaregion constante de IgG

humana o fragmento de la misma puede incluir una o mas
sustituciones de aminoacidos con relacibn a una reg ion
constante de IgG de tipo salvaje, en que la IgG mod ificada
tiene una o mas propiedades deseables con respecto a una
region constante de IgG de tipo salvaje. Por ejempl o, la
region constante de IgG humana puede ser unaregion constante

de IgG4P o una region constante de IgG1-TM tal como se

describe en otra parte en esta memoria.
Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unién a antigeno del mismo tal como se proporciona en esta

memoria puede incluir, ademas de una VH y una VL, y

opcionalmente una region constante de cadena pesada o]
fragmento de la misma, una region constante de cade na ligera

o fragmento de la misma. En determinados aspectos, la region
constante de cadena ligera es una region constante de cadena
ligera kappa o lambda, p.ej ., una regién constante kappa
humana o una regién constante lambda humana. En un aspecto
especifico, la regién constante de cadena ligera es una
region constante x humana.

En determinados aspectos, la descripcién proporcion aun
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo, que comprende una cadena pesada de
anticuerpo o fragmento de la misma y una cadena lig era de

anticuerpo o fragmento de la misma, en que la caden a pesada
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comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 71 , Y la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 30.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unidn a antigeno del mismo tal como se proporciona en esta
memoria puede  ser, p.ej ., monoclonal, policlonal,
recombinante, multiespecifico o cualquier combinaci ondelos
mismos. Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fra gmento de
unién a antigeno puede ser, p.ej ., un fragmento Fv, un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2, un fragmento F ab’, un
fragmento dsFv, un fragmento scFv, un fragmento sc( Fv)2, un
fragmento Fd, un fragmento Fv enlazado por disulfur 0, un
dominio V-NAR, un IgNar, un intracuerpo, un IgG ACH2, un
minicuerpo, un fragmento F(ab’)3, un tetracuerpo, u n
triacuerpo, un diacuerpo, un anticuerpo de dominio sencillo,
un DVD-lg, unfragmento Fcab, un fragmento mAb2, un fragmento

(scFv)2 o un fragmento scFv-Fc.
En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal

como se proporciona en esta memoria se puede unir

especificamente a OX40 humano, de mono cynomolgus o mono
rhesus. En determinados aspectos, un anticuerpo ant i-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
como se proporciona en esta memoria se puede unir a la
superficie de células T CD4 humanas primarias, cyno o rhesus

0 células Jurkat. En determinados aspectos, un anti cuerpo
anti-OX40 humanizado o un fragmento de union a anti geno del
mismo tal como se proporciona en esta memoria se pu ede unir
especificamente a OX40 tal como expresa sobre célul asTCD4 +

o CD8* de ser humano, mono cynomolgus, mono rhesus o

cualquier combinacion de las mismas. En determinad 0Ss
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aspectos, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de union a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
esta memoria se puede unir especificamente a OX40 t al como
expresa sobre células T CD4 *+ de ser humano, mono cynomolgus,

mono rhesus o cualquier combinacion de las mismas. En
determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40 huma nizado o
un fragmento de unién a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria no se une a OX40 murino o de
rata. En determinados aspectos, un anticuerpo anti- 0OXx40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
COmo se proporciona en esta memoria no reacciona de forma
cruzada con proteinas TNFRSF relacionadas, p.ej ., las
proteinas TNFRSF enumeradas en la Tabla 3-1 en el E jemplo 3

que figura mas adelante.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unién a antigeno del mismo tal como se proporciona en esta
memoria puede contener uno 0 mas cambios de aminoac idos
conservativos, p.ej ., hasta diez cambios conservativos
(p.ej ., dos aminoacidos sustituidos, tres aminoacidos

sustituidos, cuatro aminoacidos sustituidos o cinco

aminoacidos sustituidos, etc.), con la condicién de que los
cambios se hagan en el polipéptido sin cambiar una funcién
bioquimica del anticuerpo anti-OX40 humanizado o fr agmento
de wunion a antigeno del mismo, p.ej ., que se une

especificamente a 0OX40, desencadenando con ello la

sefalizacion. Por ejemplo, pueden realizarse uno o mas
cambios conservativos en un dominio de union al rec eptor de
un anticuerpo tal como se proporciona en esta memor ia, sin

bloquear su capacidad de unirse a OX40.
De forma adicional, se puede eliminar parte de un

dominio del polipéptido sin afectar negativamente o eliminar
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todas sus funciones. De forma similar, se pueden re alizar
inserciones o adiciones en la cadena polipeptidica, por
ejemplo, afadiendo etiquetas de epitopos, sin afect ar
negativamente o eliminar sus funciones, como se des cribe a
continuacion. Otras modificaciones que se pueden re alizar
si, deteriorar materialmente una o mas funciones de un
polipéptido incluyen, por ejemplo, modificaciones uimicas
y bioquimicas invivo 0 invitro gue incorporan aminoacidos
inusuales. Dichas modificaciones incluyen, por ejem plo,
acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, glicosil acion,
marcado, p. € .~ con radionucleidos, y diversas
modificaciones enzimaticas, como apreciaran facilme nte las
personas normalmente expertas en la técnica. Una va riedad de
meétodos paramarcar polipéptidos, y marcas utiles p aradichos
fines, son bien conocidos en la materia, e incluyen isétopos
radioactivos tales como 2P, fluoréforos, agentes

guimioluminiscentes, enzimas, y antiligandos.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unién a antigeno del mismo tal como se proporciona en esta
memoria puede incluir, adicionalmente, un agente he terélogo,
p.ej ., un agente estabilizante, un modificador de la
respuesta inmune o un agente detectable. En determi nados
aspectos, el agente heteré6logo comprende unaomas secuencias
polipeptidicas adicionales fusionadas con la subuni dad
polipeptidica mediante un enlace peptidico, tal com 0 una
secuencia sefial ( p.ej ., una secuencia sefal secretora), una
secuencia enlazadora, una etigueta o marca de amino acido, o
una secuencia peptidica o polipeptidica que facilit a la
purificacion. En determinados aspectos, el polipépt ido
heterdlogo se puede condensar al extremo N o al ext remo C de

unasubunidad de anticuerpo de cadena pesada o cade naligera,
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o fragmento de la misma, siempre que se conserven | as

caracteristicas funcionales de los dominios.

En determinados aspectos, el agente heterdlogo se p uede
conjugar quimicamente a un anticuerpo anti-OX40 hum anizado
o fragmento de union a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria. Agentes heterdlogos a modo de
ejemplo que se pueden conjugar quimicamente a la su bunidad

polipeptidica incluyen, sin limitacion, enlazadores ,

farmacos, toxinas, agentes formadores de imagenes,

compuestos radioactivos, polimeros organicos e inor ganicos
y cualesquiera otras composiciones que puedan propo rcionar
una actividad deseada que no es proporcionada por | a propia
subunidad polipeptidica. Los agentes especificos in cluyen,
sin limitacion, polietilenglicol (PEG),un agente ci totoxico,
un radionucleido, un agente de diagndstico por imag enes,
biotina.

En determinados aspectos, la descripcion proporcion a
determinados anticuerpos anti-OX40 a utilizar como controles
o herramientas de investigacion. Por ejemplo, la de scripcion

proporciona un anticuerpo anti-OX40 humanizado o0 un

fragmento de unién a antigeno del mismo tal como se describe
arriba, en que VH y VL estan condensadas a una cade na pesada
de 1gGl1 murina y wuna cadena ligera kappa murina,

respectivamente. Esta “quimera inversa’ es util par a la
caracterizacion invivo  en monos rhesus. En otro ejemplo, la

region VH en un anticuerpo anti-OX40 humanizado tal como se
proporciona en esta memoria puede unirse a diversas regiones

constantes de cadena pesada con funciones efectoras
alteradas, p.ej ., lgG4P humana olgG1TM humano, descritas en

otra parte en esta memoria.
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Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unién a antigeno del mismo tal como se proporciona en esta
memoria se puede unir especificamente a OX40 tal co mo se
expresa en ceélulas T activadas primarias, p.ej ., células T
CD4 activadas primarias, células CD8 * activadas primarias
y/o células T reguladoras de seres humanos, mono cy nomolgus,
mono rhesus o cualquier combinacion de los mismos. En
determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40 huma nizado o
un fragmento de unién a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria, p.ej ., OX40mAb24, se puede unir
a OX40 humano expresado en células T CD4 * activadas
primarias, con una afinidad de unién de aproximadam ente 0.01
pM a aproximadamente 1 nM, p.ej ., aproximadamente 1 pM a
aproximadamente 500 pM, p.ej ., aproximadamente 100 pM a
aproximadamente 400 pM, p.ej ., aproximadamente 250 pM a
aproximadamente 370 pM, todas tal como se miden med lante
citometria de flujo. Por ejemplo, un anticuerpo ant i-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo se
puede unir a OX40 humano expresado en células T CD4 *

activadas primarias, con una afinidad de unién de
aproximadamente 0.1  pM, aproximadamente 0.5 pM,
aproximadamente 1 pM, aproximadamente 10 pM, aproxi madamente
50 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 150 pM,
aproximadamente 200 pM, aproximadamente 250 pM,
aproximadamente 275 pM, aproximadamente 300 pM,
aproximadamente 325 pM, aproximadamente 350 pM,
aproximadamente 370 pM, aproximadamente 400 pM,
aproximadamente 425 pM, aproximadamente 450 pM,
aproximadamente 475 pM, aproximadamente 500 pM,
aproximadamente 550 pM, aproximadamente 600 pM,

aproximadamente 650 pM, aproximadamente 700 pM,
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aproximadamente 750 pM o aproximadamente 1 nM, toda s tal
como se miden mediante citometria de flujo. En det erminados
aspectos, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de unién a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
esta memoria se puede unir a OX40 expresado sobre ¢ élulas T

CD4+ de ser humano, con una afinidad de union de

aproximadamente 312 pM. La afinidad de unidn puede medirse
por numerosos metodos y/o instrumentos diferentes, y las
afinidades de unidn relativas pueden variar dependi endo del
método o instrumento, como entienden bien las perso nas

normalmente expertas en la técnica.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o fragmento de u nion
a antigeno del mismo tal como se proporciona en est amemoria
puede ocupar y reticular alguna o todas las molécul as de
OX40 en la superficie de una célula, p.ej .,unacélulaTCD4 *
humana activada primaria. En determinados aspectos , un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo tal como se proporciona en esta memoria,
se puede unir a OX40 humano expresado en células T CD#
humanas activadas primarias, y puede lograr un 20% de
ocupaciéon del receptor en células T CD4 * humanas activadas

primarias (CE  20) a una concentracion de aproximadamente 0.01

pM a aproximadamentel nM, p. e ., aproximadamente 0.1 pM a
aproximadamente 500 pM, p.ej ., aproximadamente 1 pM a
aproximadamente 200 pM, p.ej ., aproximadamente 10 pM a
aproximadamente 100 pM, p.ej ., aproximadamente 50 pM a
aproximadamente 100 pM, p.ej ., aproximadamente 63 pM a
aproximadamente 93 pM, p.ej ., aproximadamente 1 pM,
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 20 pM,

aproximadamente 30 pM, aproximadamente 40 pM,

aproximadamente 50 pM, aproximadamente 60 pM,
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aproximadamente 70 pM, aproximadamente 78 pM,
aproximadamente 80 pM, aproximadamente 90 pM,
aproximadamente 100 pM o aproximadamente 150 pM, ta | como se
mide mediante citometriade flujo. Endeterminados aspectos,
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e unién
a antigeno del mismo tal como se proporciona en est a memoria
puede lograr un 20% de ocupacion del receptor en cé lulas T
CD4 humanas activadas primarias (CE 20) & una concentracion

de aproximadamente 78 pM, tal como se mide mediante

citometriade flujo. Endeterminados aspectos, un anticuerpo
anti-OX40 humanizado o un fragmento de union a anti geno del
mismo tal como se proporciona en esta memoria, se p uede unir

a OX40 humano expresado en células T CD4 * humanas activadas
primarias, y puede lograr un 50% de ocupacion del r eceptor
en células T CD4 * humanas activadas primarias (CE 50) & una
concentracion de aproximadamente 0.01 pM a aproxima damente

1nM, p.ej ., aproximadamente 1 pM a aproximadamente 500 pM,
p.ej ., aproximadamente 100 pM a aproximadamente 400 pM,
p.ej ., aproximadamente 250 pM a aproximadamente 370 pM,
p.ej ., aproximadamente 100 pM, aproximadamente 150 pM,
aproximadamente 200 pM, aproximadamente 250 pM,
aproximadamente 275 pM, aproximadamente 300 pM,
aproximadamente 325 pM, aproximadamente 350 pM,
aproximadamente 370 pM, aproximadamente 400 pM,
aproximadamente 425 pM, aproximadamente 450 pM,

aproximadamente 475 pM o aproximadamente 500 pM, to das tal

como se miden mediante citometria de flujo. En dete rminados
aspectos, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de unién a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
esta memoria puede lograr un 50% de ocupacion del r eceptor

en células T CD4 * humanas activadas primarias (CE 50) & una
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concentracion de aproximadamente 312 pM, tal como s e mide
mediante citometria de flujo. En determinados aspec tos, un

anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo se puede unir a OX40 humano expr esado en

células T CD4 * humanas activadas primarias, y puede lograr

un 90% de ocupacion del receptor en células T CD4 * humanas
activadas primarias (CE 90) a una concentracion de
aproximadamente 100 pM a aproximadamente 100 nM, p.e .
aproximadamente 500 pM a aproximadamente 10 nM, p.e .
aproximadamente 1 nM a aproximadamente 500 nM, p.e .
aproximadamente 2 nM a aproximadamente 4 nM, p.e .
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 2 nM, aproxim adamente
3 nM, aproximadamente 4 nM o aproximadamente 5 nM, tal como
se mide mediante citometria de flujo. En determinad 0s
aspectos, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de union a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
esta memoria puede lograr un 90% de ocupaciéon del r eceptor
en células T CD4 * humanas activadas primarias (CE go)a una
concentracion de aproximadamente 2290 pM a aproxima damente

3330 pM, p.ej ., aproximadamente 2810 pM, tal como se mide
mediante citometria de flujo.

En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
COmo Se proporciona en esta memoria se puede unir a 0OX40
humano expresado en células Jurkat que sobre-expres an OX40
con una afinidad de union de aproximadamente 250 pM a
aproximadamente 600 pM, p.ej ., aproximadamente 424 pM, tal

como se mide mediante citometria de flujo.
En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal

como se proporciona en esta memoria se puede unir a 0OX40
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humano expresado en células Jurkat que sobre-expres an OX40,
y puede lograr una CE 20 a una concentracion de

aproximadamente 60 a aproximadamente 150 pM, una CE 50 & una
concentracion de aproximadamente 250 a aproximadame nte 600

pM y una CE g0 a una concentracion de aproximadamente 2260 a

aproximadamente 4390 pM, tal como se mide mediante citometria

de flujo. En determinados aspectos, un anticuerpo a nti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
como se proporciona en esta memoria se puede unir a 0OX40
humano expresado en células Jurkat que sobre-expres an OX40,
y puede lograr una CE 20 @ una concentracion de
aproximadamente 106 pM, una CE 50 & una concentracion de
aproximadamente 424 pM y una CE 90 & una concentracion de
aproximadamente 3820 pM, tal como se mide mediante citometria

de flujo.

En otro ejemplo, un anticuerpo anti-OX40 humanizado 0
un fragmento de union a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria se puede unir a OX40 de mono
cynomolgus expresado en células T CD4 * de mono cynomolgus

activadas primarias con una afinidad de union de

aproximadamente 340 pM a aproximadamente 820 pM, p.e .
aproximadamente 580 pM, tal como se mide mediante c itometria
deflujo. Enotro ejemplo, unanticuerpo anti-OX40 humanizado
o un fragmento de unién a antigeno del mismo tal co mo se
proporciona en esta memoria se puede unir a OX40 de mono
rhesus expresado en células T CD4 * de mono rhesus activadas
primarias con una afinidad de union de aproximadame nte 130
pM a aproximadamente 600 pM, p.ej ., aproximadamente 370 pM,

tal como se mide mediante citometria de flujo.
En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
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como se proporciona en esta memoria puede inducir u na
proliferacion dependiente de la dosis de células T CD4
activadas en un ensayo basado en placa. Por ejemplo , en un
ensayo in vitro de un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un

fragmento de union a antigeno del mismo tal como se

proporciona en esta memoria, p.ej ., OX40mAb24, se puede
conseguir una respuesta a la proliferacion maxima d el 20%
(CE20) en células T CD4 * humanas activadas primarias a una
concentracion del anticuerpo de aproximadamente 14 pM a
aproximadamente 28 pM, p.ej .,aproximadamente 21 pM,sepuede
conseguir una respuesta a la proliferacion maxima d el 50%
(CEs0) en células T CD4 * humanas activadas primarias a una
concentracion del anticuerpo de aproximadamente 0.3 pM a
aproximadamente 130 pM, p.ej ., aproximadamente 28 pM, y se

puede conseguir una respuesta a la proliferacion ma xima del
90% (CE o) en células T CD4 * humanas activadas primarias a

una concentracion del anticuerpo de aproximadamente 50 pM a
aproximadamente 90 pM, p.ej ., aproximadamente 72 pM, todas

segun se mide por citometria de flujo.
En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
como se proporciona en esta memoria puede inducir u na
liberacién de citoquinas dependiente de la dosis de células

T CD4+* activadas, p.ej ., células T CD4 * humanas activadas
primarias. En determinados aspectos, la citoquina | iberada

es IFN v, TNF «, IL-5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, IL-8, IL-12
p70, IL-1 B, o cualquier combinaciéon de las mismas. En

determinados aspectos, la citoquina es IFN v, TNF «, IL-5, IL-
10, IL-13, o cualquier combinacién de las mismas. D e manera
similar, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fr agmento

de unién a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
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esta memoria, puede conseguir una proliferacion de células
T CD4+* y una liberacion de citoquinas en células T CD4 * de
mono cynomolgus activadas primarias y en células T CD4 de

mono rhesus activadas primarias.

En aspectos adicionales, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
COMO Se proporciona en esta memoria, puede activar la via de
NFxB en células T que expresan OX40 en presencia de cé lulas

que expresan Fc  yR. Por ejemplo, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
COMoO Se proporciona en esta memoria, puede activar la via de
NFxB en células informadoras de NF kB-luciferasa Jurkat que
expresan OX40 que producen luciferasa en respuesta ala
estimulacion de la via de sefalizacion de NF kB.
Alternativamente, un anticuerpo anti-OX40 humanizad 0 O un

fragmento de unién a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria, puede activar la via d e NF xBen
células que expresan OX40 humano, OX40 de mono cyno molgus u
OX40 de mono rhesus.

Todavia en otro aspecto, un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
como se proporciona en esta memoria, puede facilita r el
tratamiento del cancer, p.ej ., ralentizando el crecimiento

del tumor, deteniendo el crecimiento del tumor o re duciendo
el tamafo de tumores existentes cuando se administr a como
una dosis eficaz a un sujeto en necesidad de tratam iento de
cancer. En determinados aspectos, la facilitacion d el
tratamiento del cancer se puede conseguir en presen cia de
células T. En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal

como se proporciona en esta memoria, cuando se admi nistra
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como unadosis eficaz aun sujeto en necesidad de t ratamiento
puede reducir el crecimiento del tumor en al menos un 10%,
al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos
un 50%, al menos un 60% o al menos un 70%, comparad oconla
administracion de un anticuerpo control emparejado en el
isotipo.

Todavia en aspectos adicionales, un anticuerpo anti -

OX40 humanizado o un fragmento de union a antigeno del mismo
tal como se proporciona en esta memoria, puede indu cir la
proliferacion de células T activadas, que expresan 0OX40, a
través de la unién a OX40, y al mismo tiempo desenc adenar
una citotoxicidad celular dependiente del complemen to o
dependiente del anticuerpo contra células T que exp resan
OX40, p.ej .,célulasTCD4 * activadas, células CD8 * activadas
y/lo células T reguladoras. Ademas, en determina dos
aspectos, un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de union a antigeno del mismo tal como se proporcio na en
esta memoria, puede inducir la proliferacion de cél ulas T

gue expresan OX40, p.ej ., célulasT CD4 +,CD8 *activadas, que

expresan OX40 y/o células reguladoras, a través de la unién

a 0X40, y al mismo tiempo unirse a C1q o desencaden ar una
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, m ediada
por células NK, de células T que expresan 0OX40, p.e .

células TCD4 +activadas, células CD8+ activadas y/o células
T reguladoras.

En determinados aspectos, la descripcién proporcion aun
anticuerpo anti-OX40 o un fragmento del mismo que ¢ omprende
una VH humanizada unida a una region constante de c adena
pesada murina y una VL humanizada unida a una regio n
constante de cadena ligera murina, en donde la cade na pesada

comprende SEQ ID NO: 81, y la cadena ligera compren de SEQ ID
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NO: 83. En determinados aspectos, la regidon constan te de
cadena pesada puede ser, p.ej ., una region constante de

IgG1 murina. En determinados aspectos, la regién co nstante
de cadena ligera puede ser, p.ej ., una region constante
kappa murina.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion aun
anticuerpo OX40 anti-raton de rata o un fragmento d e unién
a antigeno del mismo, que comprende una VH de rata y una VL
de rata, en donde VH comprende la secuencia de amin oacidos
SEQ ID NO: 85, y VL comprende la secuencia de amino acidos
SEQ ID NO: 88. En determinados aspectos, este antic uerpo o
fragmento del mismo comprende, ademas, una region c onstante
de cadena ligera o fragmento de la misma condensada al
extremo C de VL. Laregion constante de cadena lig era puede
ser, p.ej ., una region constante kappa murina. En
determinados aspectos, este anticuerpo o fragmento del mismo
comprende, ademas, una regién constante de cadena p esada o
fragmento de la misma condensada al extremo C de VH . La
region constante de cadena pesada puede ser, p.ej ., una
region constante de IgG2 murina. En determinados as pectos,
este anticuerpo OX40 anti-ratbn de rata comprende |
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada SEQ ID NO: 86,
y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera S EQ ID NO:
89. En determinados aspectos, un anticuerpo OX40 an ti-ratén
de rata o un fragmento de unién a antigeno del mism o tal
como se proporciona en esta memoria se puede unir
especificamente a OX40 de ratéon. En determinados as pectos,
la administracién de una dosis eficaz de un anticue rpo OX40
anti-raton de rata o un fragmento de union a antige no del

mismo tal como se proporciona en esta memoria al ra

ton puede
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inhibir el crecimiento de la linea de células Cance rosas de

raton en el raton.

En determinados aspectos, un fragmento de anticuerp o]
OX40 anti-raton de rata tal como se proporciona en esta
memoria puede ser, p.ej ., unfragmento Fv, unfragmento Fab,
un fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab’, un fragmen to dsFv,
un fragmento scFv o un fragmento sc(Fv)2, o cualqui er

combinacion de los mismos.
POLINUCELOTIDOS QUE CODIFICAN ANTICUERPOS ANTI-OX40
HUMANIZADOS, FRAGMENTOS O SUBUNIDADES

Esta descripcion proporciona polinucledtidos que

comprenden secuencias de acidos nucleicos que codif ican un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo. Por ejemplo, la descripcion pro porciona
un polinucleétido, o dos o mas polinucledtidos, que comprende
una secuencia de acidos nucleicos que codifica un a nticuerpo
anti-OX40 humanizado o una subunidad de un anticuer po anti-
OX40 humanizado, o codifica un fragmento de unién a antigeno
de un anticuerpo de este tipo. Los polinucledtidos de la
descripcion pueden estar en forma de ARN o en forma de ADN.
ADN incluye ADNc, ADN gendmico, p.ej ., ADN gendmico
modificado y ADN sintético; y puede ser de doble ca denaode
cadena sencilla y, si es de cadena sencilla, puede ser la
cadena codificadora o la cadena no codificadora (an ti-
sentido).

En determinados aspectos, se puede aislar un

polinucledtido. En determinados aspectos, un polinu cledtido
puede ser sustancialmente puro. En determinados asp ectos, un
polinucledtido puede ser que no se produce de forma natural.

En determinados aspectos, un polinucleotido puede s er ADNc

o derivado de ADNc. En determinados aspectos, un
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polinucledtido se puede producir de forma recombina nte. En
determinados aspectos, un polinucle6tido puede comp render la
secuencia codificadora para el polipéptido maduro c ondensada
en el mismo marco de lectura a un polinucleétido qu e ayuda,
por ejemplo, a la expresion y secrecion de un polip éptido de
una célula huésped ( p.ej ., una secuencia conductora que
funciona como una secuencia secretora para controla r el
transporte de un polipéptido a partir de la célula) . El
polipéptido que tiene una secuencia conductora es u na
preproteina y puede tener la secuencia conductora e scindida
por la célula huésped para formar la forma madura d el
polipéptido.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion aun
polinucledtido que comprende un acido nucleico que codifica
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e unién
a antigeno del mismo tal como se proporciona en est amemoria,
0 una subunidad de polipéptido de un anticuerpo ant i-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal

COMO se proporciona en esta memoria.

Se proporcionan también polinucleétidos que compren den
secuencias de acidos nucleicos que comprenden uno o unnuamero
pequefo de deleciones, adiciones y/o sustituciones. Dichos
cambios pueden ser contiguos o se pueden distribuir en
diferentes posiciones en el &cido nucleico. Una sec uencia de
acido nucleico sustancialmente idéntica puede, por ejemplo,
tener 1, 0 2, 0 3, 0 4 o incluso mas deleciones, ad iciones
y/o sustituciones de nucleétidos. En determinados a spectos,
las una o mas deleciones, adiciones y/o sustitucion es no
alteran el marco de lectura codificado por la secue ncia del

polinucledtido, de tal manera que se produce un pol ipéptido
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modificado (“mutante”) pero sustancialmente idéntic otrasla

expresion del acido nucleico.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion aun
polinucledtido aislado que comprende un acido nucle ico que
codifica un anticuerpo VL, en donde VL comprende un a
secuencia de aminoacidos al menos 70%, 75%, 80%, 8 5%, 90%,
95% o0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos d e
referencia SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 32. En deter minados
aspectos, el polinucledétido codifica una cadena lig erade un
anticuerpo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100%
idéntica a la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO: 31.

En determinados aspectos, esta descripcion proporci ona
un polinucledtido aislado que comprende un acido nu cleico
que codifica un anticuerpo VL, en donde VL comprend e SEQ ID
NO: 29 o SEQ ID NO: 32.

La descripcion proporciona, ademas, un polinucleoti do
aislado que comprende un &cido nucleico que codific a un
anticuerpo VH, en donde VH comprende las secuencias de
aminoacidos VH-CDR1, VH-CDR2 y VH-CDR3 idénticas a, 0
idénticas excepto porocho, siete, seis, cinco, cua tro, tres,

dos o una sola sustitucion, delecibn o inserciéon de

aminoéacidos en una o mas de las VH-CDRS a: la secue ncia de
aminoacidos VHCDR1 SEQ ID NO: 8, la secuencia de am inoacidos
VHCDR2 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, 0 SEQ ID NO: 1 6,y la
secuencia de aminoacidos VHCDR3 SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26
0 SEQ ID NO: 27.

La descripcion proporciona, ademas, un polinucleoti do
aislado, que comprende un &cido nucleico que codifi ca un
anticuerpo VH, en donde VH comprende una secuencia de

aminoacidos con la férmula:
HFW1-HCDR1-HFW2-HCDR2-HFW3-HCDR3-HFW4,
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en donde HFW1 es SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7, HCDR1

SEQ ID NO: 8, HFW2 es SEQ ID NO: 9, HCDR2 es SEQ ID
SEQ ID NO: 15 0 SEQ ID NO: 16, HFW3 es SEQ ID NO: 1
es SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, 0 SEQ ID NO: 27,y
SEQ ID NO: 28. En determinados aspectos, la secuenc
aminoacidos de HFW2 es SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11
NO: 12, o SEQ ID NO: 13. En determinados aspectos,
secuencia de aminoacidos de HFW3 es SEQ ID NO: 18,
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22
NO: 23, 0 SEQ ID NO: 24.

Ademas, la descripcién proporciona un polinucleotid
aislado que comprende un &cido nucleico que codific
anticuerpo VH, en donde VH comprende una secuencia
aminoacidos al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
idéntica a la secuencia de aminoacidos de referenci
NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39
NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47
NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55
NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63
NO: 65, o SEQ ID NO: 67. En determinados aspectos,
polinucle6tido comprende una secuencia de nucleotid
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% idéntica
secuencia de acidos nucleicos de referencia SEQ ID
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID
SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID
0 SEQ ID NO: 68.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion

polinucledtido que comprende el acido nucleico de S

PCT/US2015/054490

es
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60, el acido nucleico de SEQ ID NO: 31, el &cido nu
SEQ ID NO: 72, o cualquier combinacion de los mismo

Se proporciona, ademas, un vector que comprende un
polinucledtido tal como se describe arriba. Vectore
adecuados se describen en otra parte en esta memori
conocidos por el experto ordinario en la técnica.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion
una composicion, p.ej ., una composicion farmacéutica q
comprende un polinucledtido o vector tal como se de
arriba, que comprende ademas, opcionalmente, uno o
soportes, diluyentes, excipientes u otros aditivos.

En determinados aspectos, la descripcion proporcion
una composicion de polinucledtidos que comprende: u
polinucledtido que comprende un acido nucleico que
una VH y un polinucleotido que comprende un acido n
que codifica una VL. De acuerdo con este aspecto
y VH juntas pueden comprender una secuencia de amin
de VL al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100%
a la secuencia de aminoéacidos de referencia SEQ ID
SEQ ID NO: 32, y una VH gue comprende: (a) secuenci
aminoacidos de VH-CDR1, VH-CDR2 y VH-CDR3 idénticas
idénticas excepto porocho, siete, seis, cinco, cua
dos o una sola sustitucion, delecion o insercion de
aminoéacidos en una o mas de las VH-CDRS a: la secue
aminoacidos VHCDR1 SEQ ID NO: 8, la secuencia de am
VHCDR2 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, 0o SEQ ID NO: 1
secuencia de aminoacidos VHCDR3 SEQ ID NO: 25, SEQ
26, 0 SEQ ID NO: 27; (b) una secuencia de aminoécid

formula;

4490

cleico de
S.

ay son

ue
scribe

mas

codifica
ucleico

, la VL
oéacidos

idéntica
NO: 29 o
as de

a, o

tro, tres,

ncia de
ino&cidos
6,y la
ID NO:

osconla

HFW1-HCDR1-HFW2-HCDR2-HFW3-HCDR3-HFW4,
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en donde HFW1 es SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7, HCDR1 es

SEQ ID NO: 8, HFW2 es SEQ ID NO: 9, HCDR2 es SEQ ID
SEQ ID NO: 15 0 SEQ ID NO: 16, HFW3 es SEQ ID NO: 1
es SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, 0 SEQ ID NO: 27,y
SEQ ID NO: 28; o (c) una secuencia de aminoacidos a
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 100% idénticaa la s
de aminoacidos de referencia SEQ ID NO: 33, SEQ ID
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID
SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, 0 SEQ
67. Para VH (b), la secuencia de aminoacidos de HFW
ser SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, o
NO: 13; y/o la secuencia de aminoacidos de HFW3 pue
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, 0 SEQ ID NO: 24.

En una composicion de polinucleétidos tal como se
describe arriba, el polinucleétido que comprende un
nucleico que codifica una VH vy el polinucleétido qu
comprende un acido nucleico que codifica una VL pue
residir en un solo vector, o pueden estar en vector
separados, noidénticos. Porconsiguiente,lad
proporciona uno o mas vectores que comprenden la co
de polinucledtidos arriba descrita.

En algunos casos, una composicién de polinucleétido
gue codifica una VH y una VL tal como se describe a
pueden codificar un anticuerpo humanizado o un frag

unién a antigeno del mismo que se pueden unir espec

NO: 14,
7, HCDR3
HFW4 es
| menos
ecuencia
NO: 35,
NO: 43,
NO: 51,
NO: 59,
ID NO:
2 puede
SEQ ID
de ser
NO: 21,

acido
e
den
es
escripcion

mposicion

rriba
mento de

ificamente

a0OX40, p.ej ., 0X40humano, OX40 de mono cynomolgus y/u OX40

de mono rhesus.
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En determinados aspectos, la descripcién proporcion
polinucledtido aislado que comprende un acido nucle
codifica un anticuerpo anti-OX40 o fragmento del mi
comprende una VH humanizada unida a una region cons
cadena pesada murina y una VL humanizada unida a un
constante de cadena ligera murina, en donde la cade
comprende SEQ ID NO: 81, y la cadena ligera compren

NO: 83. En determinados aspectos, la regidon constan

aun
ico que
smo, que
tante de
a region
na pesada
de SEQID
te de

cadena pesada puede ser, p.ej ., una region constante de

IgG1 murina. En determinados aspectos, la regién co

nstante

de cadena ligera puede ser, p.ej ., una region constante

kappa murina.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion
polinucledtido aislado que comprende un acido nucle
codificaun anticuerpo OX40 anti-raton de rataoun
de union a antigeno del mismo, que comprende una VH
y una VL de rata, en donde VH comprende la secuenci
aminoacidos SEQ ID NO: 85, y VL comprende la secuen
aminoacidos SEQ ID NO: 88. En determinados aspectos
anticuerpo o fragmento del mismo comprende, ademas,
region constante de cadena ligera o fragmento de la
condensada al extremo C de VL. La regién constante

ligera puede ser, p.ej .,una region constante kappa murina.

En determinados aspectos, este anticuerpo o fragmen

mismo comprende una region constante de cadena pesa

fragmento de la misma condensada al extremo C de VH

region constante de cadena pesada puede ser,

region constante de IlgG2a murina. En determinados a

este anticuerpo OX40 anti-ratbn de rata comprende
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada SEQ ID

y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera S

aun
ico que
fragmento
de rata

a de
cia de
, este

una

misma

de cadena

to del
da o
. La

p.ej ., una

spectos,

NO: 86,
EQ ID NO:
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89. En determinados aspectos, un anticuerpo OX40 an

de rata o un fragmento del mismo tal como se propor

esta memoria se puede unir especificamente a OX40d

En determinados aspectos, la administracion de una
eficaz de un anticuerpo OX40 anti-raton de rata o u
fragmento de union a antigeno del mismo tal como se
proporciona en esta memoria al raton puede inhibir
crecimiento de la linea de células cancerosas de ra

raton.

Esta descripcidbn proporciona, ademas, una célula
huésped que comprende un polinucleotido, una compos
polinucledtidos o vector tal como se proporciona ar
que la célula huésped puede, en algunos casos, expr
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mism
une especificamente a OX40,
cynomolgus u OX40 de mono rhesus. Una célula huésp
este tipo se puede utilizar en un método de produci
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mism
como se proporciona en esta memoria, método que inc
cultivar la célula huésped y (b) aislar el anticuer
fragmento de unidon a antigeno del mismo expresado d
célula huésped.

También se proporcionan variantes de polinucleétido

Las variantes de polinucledtidos pueden contener
alteraciones en las regiones codificadoras, regione
codificadoras, o ambas. En algunos aspectos, varian
polinucledtidos contienen  alteraciones que producen
sustituciones, adiciones o deleciones silenciosas,

alteran las propiedades o actividades del polipépti
codificado. En algunos aspectos, variantes de
polinucledtidos se  producen mediante  sustituciones

PCT/US2015/054490
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silenciosas debido a la degeneracion del codigo gen
Variantes de polinucleétidos se pueden producir par
diversidad de razones,
del codon para un huésped particular (cambiar codon
ARNmM humano por los de un huésped bacteriano tal co
coli ).
comprenden los polinucleétidos descritos en esta me

En algunos aspectos, una secuencia de ADN que codif
un anticuerpo OX40 anti-ratdbn de rata o un fragment
construir mediante sintesis

mismo se puede

utiizando un sintetizador de oligonucleotidos. Tal
oligonucledtidos pueden disefiarse basandose en la s

de aminoacidos del polipéptido deseado y selecciona
aguellos codones que estan favorecidos en la célula

en la que se producird el polipéptido recombinante
interés. Pueden aplicarse métodos convencionales pa
sintetizar una secuencia de polinucleétido aislada
codifica paraun polipéptido de interés aislado. Po

puede usarse una secuencia de aminoacidos completa
construir un gen retrotraducido. Ademas, puede sint
unoligobmero de ADN que contiene una secuenciaden

qgue codifica para el polipéptido aislado particular

ejemplo, pueden sintetizarse varios oligonucleétido
pequefios que codifican para partes del polipéptido

y luego ligarse. Los oligonucledtidos individuales

contener colgantes 5’0 3’ parael ensamblaje compl

Una vez ensambladas (mediante sintesis, mutagénesis

dirigida al sitio u otro método), las secuencias de

polinucledtidos que codifican un polipéptido aislad
particular de interés se pueden insertar en un vect

expresiony enlazar operativamente aunasecuencia

También se proporcionan vectores y células que

guimica
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de la expresion apropiada para la expresion de la p

en un huésped deseado. El ensamblaje apropiado se p
confirmar, p.ej
mapeo de restriccion y/o expresion de un polipéptid
biol6gicamente activo en un huésped adecuado. Con e
obtener altos niveles de expresion de un gen transf

un huésped, el gen se puede enlazar operativamente
asociar con secuencias de control de
transcripcionales y de traduccion que son funcional

huésped de expresion elegido.

En determinados aspectos, se utilizan vectores de

expresion recombinantes para amplificar y expresar

que codifica un anticuerpo anti-OX40 humanizado o0 u
fragmento de union a antigeno del mismo. Vectores d
ADN

expresion  recombinantes son  construcciones de
replicables que tienen fragmentos de ADN sintéticos
derivados de ADNc que codifican una cadena polipept

un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d

a antigeno del mismo, operativamente enlazado a cua
elementos reguladores de la transcripcibn o traducc
adecuados, derivados de genes de mamiferos, microbi
virales o0 de insectos. En un ejemplo, una unidad de
transcripcion puede comprender un conjuntode (1) u

o elementos genéticos que tienen un papel regulador
expresion de genes, por ejemplo promotores o potenc

de la transcripcién, (2) una secuencia estructural
codificadora que se transcribe en ARNm y se traduce
proteina y (3) secuencias de inicio y terminacién d
transcripcion y traduccion apropiadas tal como se d

en detalle mas adelante. Tales elementos reguladore
incluir una secuencia controlar la

operadora para

., mediante secuenciacion de nucledtidos,

la expresion
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transcripcion. Adicionalmente se pueden incorporar la
capacidad de replicar en un huésped, conferida, p.ej ., por
un origen de replicaciony un gen de seleccion para facilitar
el reconocimiento de transformantes. Las regiones de ADN
estan operativamente unidas cuando estan relacionad as
funcionalmente entre si. Por ejemplo, el ADN para u n péptido
sefal (secuencia sefal secretora) esta operativamen te unido
al ADN para un polipéptido si se expresa como un pr ecursor
que participa en la secrecion del polipéptido; un p romotor
esta operativamente unido a una secuencia codifican te si
controla la transcripcién de la secuencia; o un sit io de
union al ribosoma esta operativamente unido a una s ecuencia
codificante si esta situado de modo que se permita la
traduccion. Los elementos estructurales destinados para su
uso en sistemas de expresion en levaduras incluyen una
secuencia lider que permite la secrecion extracelul ar de
proteina  traducida por una  célula hospedadora.
Alternativamente, en los casos en los que una prote ina
recombinante se expresa sin una secuencia conductor a o de
transporte, la proteina puede incluir una metionina N-
terminal. Esta metionina se puede escindir, opciona Imente,
con posterioridad de la proteina recombinante expre sada para
proporcionar un producto final.

La eleccion de la secuencia de control de la expres ion
y el vector de expresion dependera de la eleccién d el
huésped. Puede emplearse wuna amplia variedad
combinaciones de huésped/vector de expresion. Los v ectores
de expresion Utiles para huéspedes eucariotas, incl uyen, por
ejemplo, vectores que comprenden secuencias de cont rol de la
expresion de SV40, virus del papiloma bovino, adeno virus y

citomegalovirus. Vectores de expresion utiles para

huéspedes
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bacterianos incluyen plasmidos bacterianos conocido
como plasmidos de E. coli
y sus derivados, plasmidos de una gama mas amplia d
huéspedes tales como M13 y fagos de ADN de cadena s

filamentosos.

Células huéspedes adecuadas para la expresion de un

anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u
antigeno del mismo incluyen procariotas, levaduras,

de insectos o eucaribticas superiores bajo el contr
promotores apropiados. Las procariotas incluyen org
gram negativos o gram positivos, por ejemplo
bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen
celulares establecidas de origen mamifero tal como
describe a continuacién. También podrian emplearse

de traduccion libres de células. Informacion adicio

relacion con métodos de produccion de proteinas, in

produccion de anticuerpos, se pueden encontrar, p.ej

publicacion de patente de EE.UU. N° 2008/0187954, |
patentes de EE.UU. N° 6.413.746 y 6.660.501, y la
publicacion de patente internacional N°® WO 04009823

una de las cuales se incorpora con ello como refere

esta memoria en su totalidad.

También se pueden emplear diversos sistemas de cult
de células de mamiferos o de insectos para expresar
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u
antigeno del mismo. Puede realizarse la expresion d
proteinas recombinantes en células de mamifero porq
proteinas se pliegan generalmente de manera correct
modifican apropiadamente y son completamente funcio
Los ejemplos de lineas de células hospedadoras de m

adecuadas incluyen HEK-293 y HEK-293T, las lineas C

PCT/US2015/054490
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células de rifidn de mono, descritas por Gluzman (Ce 1123:175,
1981), y otras lineas celulares incluyendo, por eje mplo,
células L, C127, 3T3, de ovario de hamster chino (C HO), NSO,
HeLa y lineas celulares BHK. Vectores de expresion de
mamiferos pueden comprender elementos no transcrito S tales
como un origen de replicacion, un promotor adecuado y un
potenciador enlazado al gen a expresar, y otras sec uencias

no transcritas flanqueantes 5 6 3 y secuencias no

traducidas 5’ 6 3’ tales como sitios de union al ri bosoma,
un sitio de poliadenilacion, sitios de donante y ac eptor de
corte y empalme Yy secuencias de terminacion de la

transcripcion. Los sistemas de baculovirus para la

produccion de proteinas heterdlogas en células de i nsecto se
revisan por Luckow & Summers, BioTechnology 6:47 (1 988).
Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e

unién a antigeno del mismo producido por un huésped
transformado se puede purificar de acuerdo con cual quier
método adecuado. Dichos métodos normalizados incluy en
cromatografia ( p. ej ., cromatografia de intercambio idnico,

cromatografia de afinidad y y cromatografia en colu mna de
dimensionamiento), centrifugacion, solubilidad dife rencial,
0 mediante cualquier otra técnica convencional para la
purificacion de proteinas. Pueden unirse etiquetas de
afinidad tales como hexahistidina, dominio de union a
maltosa, secuencia de revestimiento de gripe y glut ation-S-

transferasa, a la proteina para permitir una facil

purificacion mediante el paso por una columna de af inidad
adecuada. También pueden caracterizarse fisicamente

proteinas aisladas usando tales técnicas como prote olisis,

resonancia magnética nuclear o cristalografia de ra yos X.
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Por ejemplo, pueden concentrarse en primer lugar

sobrenadantes de sistemas que secretan proteinarec ombinante
en medios de cultivo usando un filtro de concentrac ion de
proteinas comercialmente disponible, por ejemplo, u na unidad
de ultrafiltracion Amicon® o Millipore Pellicon. Tr as la
etapa de concentracion, puede aplicarse el concentr ado auna
matriz de purificacion adecuada. Alternativamente, puede
emplearse una resina de intercambio anionico, por e jemplo,
una matriz 0 un sustrato que tiene grupos dietilami noetilo
(DEAE) colgantes. Las matrices pueden ser de acrila mida,

agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos empleados

comunmente en la purificacion de proteinas.
Alternativamente, puede emplearse una etapa de inte rcambio
cationico. Los intercambiadores cationicos adecuado S
incluyen diversas matrices insolubles que comprende n grupos
sulfopropilo o carboximetilo. Finalmente, se pueden emplear
una o mas etapas de cromatografialiquidadealtor endimiento
de fase reversa (RP-HPLC), empleando medios de RP-H PLC
hidrofébicos, p.ej ., gel de silice que tiene grupos metilo

u otros grupos alifaticos colgantes, para purificar

adicionalmente un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un
fragmento de unidon a antigeno del mismo. También pu eden
emplearse algunas o todas las etapas de purificacié n
anteriores, en diversas combinaciones, para proporc ionar una

proteina recombinante homogénea.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
union a antigeno del mismo producido en cultivo bac teriano
se puede aislar, por ejemplo, mediante extraccion i nicial de
sedimentos de células, seguido de una o mas etapas de
concentracion, separacion salina, de intercambio de iones

acuoso o de cromatografia por exclusion de tamafo. Puede
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emplearse cromatografia de liquidos de alta resoluc i6n
(HPLC) para las etapas de purificacion finales. Pue den

perturbarse las células microbianas empleadas en Ila

expresion de una proteina recombinante mediante cua Iquier
método conveniente, incluyendo ciclos de congelacié n-
descongelacién, sonicacion, perturbacion mecanica o el uso

de agentes de lisado celular.

Métodos conocidos en la técnica para purificar

anticuerposy otras proteinas también incluyen, por ejempilo,
los descritos en las publicaciones de patente de EE .UU. N°s
2008/0312425, 2008/0177048 y 2009/0187005, cada una de las
cuales se incorpora con ello como referencia en su totalidad

en esta memoria.
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y METODOS DE ADMINISTRAON

Métodos de preparar y administrar un anticuerpo ant i-

0OX40 humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo
tal como se proporciona en esta memoria a un sujeto en
necesidad del mismo, p.ej ., para potenciar una respuesta

inmune en un paciente con cancer, p.ej ., para inhibir o
reducir el crecimiento del tumor, son bien conocido S 0 se
pueden determinar facilmente por los expertos en la técnica.

La via de administracion de un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo puede
ser, por ejemplo, oral, parenteral, por inhalacion o tépica.

El término parenteral tal como se usa en el present e
documento incluye, por ejemplo, administracién intr avenosa,
intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subc uténea,
rectal o vaginal. Aunque se contempla claramente qu e todas
estas formas de administracion son formas adecuadas , otro
ejemplo de una forma para la administracion seria u na

solucion para inyeccion, en particular para el gote oo la
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inyeccidn intraarterial o intravenosa. Habitualment e, una
composicién farmacéutica adecuada puede comprender, sin
limitacion, un tampon ( p.ej ., tampon acetato, fosfato o

citrato), un tensioactivo ( p.ej ., polisorbato), un agente
estabilizador ( p.ej ., albumina humana), etc. En otros

meétodos compatibles con las ensefianzas de esta memo ria, un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno tal como se proporciona en esta memoria se puede
suministrar directamente al sitio de la poblacién ¢ elular
adversa, aumentando conello laexposicion delteji doenfermo

al agente terapéutico.

Determinadas composiciones farmacéuticas
proporcionadas en el presente documento pueden admi nistrarse
por via oral en una forma farmacéutica aceptable in cluyendo,

por ejemplo, capsulas, comprimidos, suspensiones o0

soluciones acuosas. Determinadas composiciones farm acéuticas
pueden administrarse también mediante aerosol nasal 0
inhalacion. Dichas composiciones pueden prepararse como
soluciones en suero salino,empleando alcohol bencil ico u
otros conservantes adecuados, promotores de la abso rcion
para potenciar la biodisponibilidad, y/u otros agen tes

solubilizantes o dispersantes convencionales.

La cantidad de un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un
fragmento de unidn a antigeno del mismo que se pued e combinar
con materiales de soporte para producir una forma d e
dosificacion Unica variard dependiendo del sujeto t ratado y
del modo de administracién particular. La composici on pueden
administrarse como una unica dosis, multiples dosis oalo
largo de un periodo de tiempo establecido en una in fusion.

Los regimenes de dosificacion también pueden ajusta rse para
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proporcionar la respuesta deseada Optima (por ejemp
respuesta terapéutica o profilactica).
Por “dosis o cantidad terapéuticamente eficaz” o
“cantidad eficaz” se entiende una cantidad de un an
anti-OX40 humanizado o un fragmento de union a anti
mismo que, cuando se administra, proporciona una re
terapéutica positiva con respecto al tratamiento de
paciente con una enfermedad o afeccién a tratar.
KITS
Esta descripcion proporciona, ademas, Kkits que
comprenden un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un
de unién a antigeno del mismo tal como se describe
memoria y que se pueden utilizar para realizar los
descritos en esta memoria. En determinadas realizac
kit comprende al menos un anticuerpo anti-OX40 huma
un fragmento de union a antigeno del mismo en uno o
recipientes. Un experto en la técnica reconocera fa
gue el anticuerpo anti-OX40 humanizado descrito se
incorporar facilmente en uno de los formatos de Kkit
establecidos que son bien conocidos en la técnica.
INMUNOENSAYOS
Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d
unién a antigeno del mismo se puede someter a ensay
cuanto a la unién especifica y/o selectiva por cual
método conocido en la técnica. Los inmunoensayos qu
pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a sist
ensayo competitivos y no competitivos que utilizan
tales como transferencia Western, radioinmunoensayo
(ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima), ensayo
fluorescente (FFA) , inmunoensayos de “sandwich”, e

inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, rea
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de precipitinade difusidn en gel, ensayos deinmun odifusion,
ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del

complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoen sayos
fluorescentes, por nombrar unos pocos. Tales ensayo s son de
rutinay se conocen bien enlatécnica (véase, p.ej .,Ausubel

et al ., eds, (1994) Current Protocols in Molecular Biolo ay
(John Wiley & Sons, Inc., NY) Vol. 1, que se incorp ora como

referencia en la presente en su totalidad).

Métodos y reactivos adecuados para la determinacion de
las caracteristicas de unidn de un anticuerpo anti- 0OX40
humanizado tal como se proporciona en esta memoria son
conocidos en la técnica y/o son comercialmente disp onibles.

El equipo y el software disefiado para dichos analis is
cinéticos estan comercialmente disponibles ( p.ej ., software
BlAcore®, BlAevaluation®, GE Healthcare; software K INEXA®,

Sapidyne Instruments).
METODOS DE POTENCIAMIENTO Y TRATAMIENTO INMUNE

El potenciamiento de una respuesta inmune especific a
para el antigeno en un sujeto ( p.ej ., un sujeto mamifero,
tal como un sujeto humano) al acoplar OX40 en célul as T
activadas, p.ej ., célulasT CD4 *+activadas y/o células T CD8 *
activadas, durante o después de la activacion del a ntigeno
se puede lograr utilizando una amplia diversidad de métodos.
El método de eleccién dependera principalmente del tipo de
antigeno frente al cual se desea potenciar la respu esta
inmunitaria, y se discuten a continuacién diversos métodos
disponibles. Cualquiera que sea el método seleccion ado, un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo se puede administrar a un sujeto . p-€ .

un paciente humano de manera que es presentado a cé lulas T
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del sujeto durante o poco después del cebado de las células
T por parte del antigeno.

En determinados aspectos, la descripcidn proporcion aun
método para fomentar la supervivencia o proliferaci on de
células T activadas, p.ej ., células T CD4 *+ activadas y/o

células T CD8 + activadas, que comprende poner en contacto

las células T activadas, p.ej ., células T CD4 *+ activadas
ylo células T CD8 * activadas, con un anticuerpo anti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo,

bajo condiciones en las que el anticuerpo anti-OX40

humanizado puede unirse especificamente a OX40 en | a
superficie de las células T, p.ej ., células T CD4 *+ activadas
y/o células T CD8 * activadas. En determinados aspectos,

la puesta en contacto es in vitro. En determinados aspectos,

la puesta en contacto es invivo , p.e . através de la
administracion de una dosis eficaz del anticuerpo a nti-OX40
humanizado a un sujeto en necesidad de tratamiento. En

determinados aspectos, la puesta en contacto puede

producirse al mismo tiempo que la activacion de cél ulas T,
p.ej ., laactivaciondelantigeno,endeterminadosaspe ctos,
la puesta en contacto puede producirse tras la acti vacion de
células T.

En aspectos adicionales, la descripcién proporciona un
método de inducir la liberacion de citoquinas a par tir de
células T activadas, p.ej ., células T CD4 *+ activadas y/o

células T CD8 + activadas, que comprende poner en contacto

las células T activadas, p.ej ., células T CD4 *+ activadas y/o
células T CD8 + activadas con un anticuerpo anti-OX40
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo tal
como se proporciona en esta memoria, en donde el an ticuerpo

anti-OX40 humanizado o un fragmento de union a anti geno del
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mismo puede unirse especificamente a OX40 en la sup erficie
de las células T activadas, p.ej ., células T CD4 *+ activadas
y/o células T CD8 * activadas. En determinados aspectos,

la puesta en contacto es in vitro . En determinados aspectos,

la puesta en contacto es in vivo , p.e ., a través de la
administracion de una dosis eficaz del anticuerpo a nti-OX40
humanizado a un sujeto en necesidad de tratamiento. En

determinados aspectos, la puesta en contacto puede

producirse al mismo tiempo que la activacion de las células
T, p.e ., la activacion del antigeno, en determinados

aspectos, la puesta en contacto puede producirse tr as la
activacion de las células T. En determinados aspect os, la
citoquina puede ser IFN v, TNF o, IL-5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-

13, IL-8, IL-12 p70, IL-1 B, 0 cualquier combinacién de las

mismas. En determinados aspectos, lacitoquinaes| FNy, TNF «,
IL-5, IL-10, IL-13, o cualquier combinacion de las mismas.

En determinados aspectos, las células T activadas,

p.ej ., células T CD4 * activadas y/o células T CD8 *+ activadas
son células T humanas, células T de mono cynomolgus , Células
T de mono rhesus, o cualquier combinaciéon de las mi smas.

La descripcién proporciona, ademas, un método de
fomentar la activacién de células T, que comprende poner en
contactolas células T conunanticuerpo anti-OX40 humanizado

tal como se proporciona en esta memoria, en donde e I

anticuerpo anti-OX40 humanizado puede unirse especi ficamente
a OX40 en la superficie de las células T. En dete rminados
aspectos, la puesta en contacto se produce en prese ncia del
antigeno, p. € ., un antigeno tumoral En determinados
aspectos, el método comprende, ademas, la interacci on de un
dominio Fcdel anticuerpo anti-OX40 humanizado con unacélula

que expresaFc  vR, p.ej ., unacélulaB, monocito, macréfago,
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célula dendritica mieloide o plasmacitoide, célula
dendritica folicular, célula de Langerhans, célula
endotelial, célula NK, célula T activada, neutrofil o,
eosinofilo, plaqueta, mastocito, una célula CD45 +*deuntumor
humano primario o ganglio linfatico de drenaje o no drenaje
de tumores, una célula CD45 *+ de otras estructuras linfoides
secundarias o terciarias, o0 una combinacion de los mismos.
En determinados aspectos,la activacion de los linfo citos T
puede medirse mediante la estimulacion de la ruta d e
transduccion de la sefial NF kB. En determinados aspectos, la
puesta en contacto es in vitro . En determinados aspectos, la
puesta en contacto es in vivo , p.ej ., a través de la
administracion de una dosis eficaz del anticuerpo a nti-OX40
humanizado a un sujeto en necesidad de tratamiento.
La descripcion proporciona, ademas, un método de tr atar
el cAncer enun sujeto, que comprende administrar a un sujeto
en necesidad de tratamiento una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento de u nion a
antigeno del mismo, o una composicion o formulacion que
comprende el anticuerpo anti-OX40 humanizado. E n
determinados aspectos, el cancer es un tumor sélido De
acuerdo con este método, la administracion del anti cuerpo
anti-OX40 humanizado o de la composicién puede inhi bir el
crecimiento del tumor; puede fomentarlareduccion deltumor,
o ambos. En determinados aspectos, la inhibicibn de I
crecimiento del tumor se consigue en presencia de ¢ élulas T.
Los términos "cancer”, "tumor", "canceroso"y "mali gno"
se refieren a o describen el estado fisioldgico en mamiferos
gue se caracteriza normalmente por un crecimiento ¢ elular no
regulado. Los ejemplos de céanceres incluyen pero no se
limitan a, carcinoma incluyendo adenocarcinomas, li nfomas,
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blastomas, melanomas, sarcomas y leucemias. Ejemplo S mas
particulares de canceres de este tipo incluyen canc er de
células escamosas, cancer de pulmon de células pequ efias,

cancer de pulmon de células no pequeias, cancer

gastrointestinal, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, cancer
pancreatico, glioblastoma, glioma, cancer cervical, cancer
de ovario, cancer de higado tal como carcinoma hepa tico y
hepatoma, cancer de vejiga, cancer de mama (incluy endo
cancer de mama mediado hormonalmente, véase, p. e . Innes
etal . (2006) Br. J. Cancer 94:1057-1065), cancer de col on,
cancer colorrectal, carcinoma endometrial, mieloma (tal como
mieloma multiple), carcinoma de las glandulas saliv ares,
cancer de rifion tal como carcinoma de células renal es y
tumores de Wilms, carcinoma de células basales, mel anoma,
cancer de proOstata, cancer vulval, cancer del tiroi des,
cancer testicular, cancer esofagico, diversos tipos de
cancer de cabeza y cuello, incluyendo, pero no limi tados a
canceres de células escamosas y canceres de origen Mmucinoso
tales como cancer de ovario mucinoso, colangiocarci noma

(higado) y carcinoma papilar renal.
La descripcién proporciona, ademas, un método de

prevenir o tratar un cancer en un sujeto en necesid ad del
mismo, que comprende administrar al sujeto una cant idad
eficaz de un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un f ragmento
de union a antigeno del mismo, una composicion o fo rmulacion
gue comprende el anticuerpo anti-OX40 humanizado, o un
polinucle6tido, un vector o una célula huésped, tal como se

describe en esta memoria.
Las dosis eficaces de composiciones para el tratami ento
del cancer varian dependiendo de muchos factores di ferentes,

incluyendo los medios de administracion, el sitio d iana, el
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estado fisiolégico del paciente, tanto si el pacien te esun
ser humano como un animal, otras medicaciones admin istradas,

y tanto si el tratamiento es profilactico como tera péutico.
Habitualmente, el paciente es un ser humano, pero t ambién
pueden tratarse mamiferos no humanos incluyendo mam iferos
transgénicos. Pueden ajustarse las dosificaciones d e
tratamiento usando métodos de rutina conocidos por los
expertos en la técnica para optimizar la seguridad y
eficacia.

Las composiciones de la  descripcion  pueden

administrarse mediante cualquier método adecuado, p. €.
por via parenteral, intraventricular, oral, mediant e
inhalacion de un pulverizador, por viatopica, rect al, nasal,
bucal, vaginal o mediante un depdsito implantado. E [ término
“parenteral” como se usa en el presente documento i ncluye la
inyeccién subcutéanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intra tecal,
intrahepatica, intralesional e intracraneal olas té cnicas de
infusion.

La descripcion proporciona, ademas, un método de tr atar
una respuesta inmune en un sujeto, que comprende ad ministrar

a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-OX40

humanizado o un fragmento de unién a antigeno del m ismo, o
una composicién o formulacion que comprende el anti cuerpo

anti-OX40 humanizado.

Elsujeto que se va atratar puede ser cualquier an imal,
p. €. , mamifero, en necesidad de tratamiento, en
determinados aspectos, el sujeto es un sujeto human 0.

En su forma mas simple, una preparaciéon a administr ar

a un sujeto es un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un
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fragmento de unién a antigeno del mismo, administra do en
forma de dosificacion convencional, que se puede co mbinar
con un excipiente, soporte o diluyente farmacéutico tal como

se describe en otra parte en esta memoria.

Un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e
unién a antigeno del mismo se puede administrar por cualquier
método adecuado tal como se describe en otra parte en esta
memoria, p.ej. ,Vviainfusion IV. En determinados aspectos,
un anticuerpo anti-OX40 humanizado o un fragmento d e unién
a antigeno del mismo se puede introducir en un tumo r, 0 en

la vecindad de una célula tumoral.

Todos los tipos de tumores son especialmente adecua dos
al tratamiento mediante esta solucion incluyendo, s in
limitacion, carcinoma de mama, pulmoén, pancreas, ov ario,
riion, colon y vejiga, asi como melanomas, sarcomas y
linfomas.

Laimplicaciondelreceptor OX40 encélulas T activ adas,
p.ej ., células T CD4 * activadas y/o células T CD8 *+ activadas
durante o poco después del cebado por parte de un a ntigeno
resulta en una respuesta incrementada de las célula s T
activadas, p.ej ., célulasT CD4 *+activadas y/o células T CD8 *
activadas al antigeno. En el contexto de la present e
divulgacién, el término “implicacion” se refiere a la unién
y a la estimulacion de al menos una actividad media da por el
receptor OX40. Por ejemplo, la implicacion del rece ptor OX40
en células T activadas especificas para el antigeno . p-€ .
células TCD4 +*activadasy/o células T CD8 *+activadas resulta
enunaproliferacionincrementadade célulasTenc omparacion
con la respuesta al antigeno solo, y en una producc ion
incrementada de citoquinas. Se puede mantener la re spuesta

elevada al antigeno durante un periodo de tiempo
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sustancialmente mas largo que en ausencia de implic acion del
receptor OX40. Por lo tanto, la estimulacion a trav és del
receptor OX40 potencia la respuesta inmune especifi ca para
el antigeno al reforzar el reconocimiento de célula s T de
antigenos, p.ej ., antigenos de tumores.

Agonistas de OX40 pueden potenciar las respuestas

inmunes especificas para los antigenos en un sujeto , tal
como un sujeto humano, cuando se administran al suj eto
durante o poco después del cebado de células T por parte de
un antigeno. Los agonistas de OX40 incluyen el liga ndo de
OX40 ("OX40L"), tal como proteinas de fusibn de OX4 oL
solubles y anticuerpos dirigidos contra OX40 o frag mentos de
los mismos. Un ejemplo especifico es un anticuerpo humanizado
gue se une especificamente a OX40, desencadenando ¢ on ello
la sefializacion. Mediante esta descripcion se propo rciona

una coleccion de anticuerpos monoclonales anti-OX40

humanizados. También se describen acidos nucleicos que
incluyen secuencias de polinucleétidos que codifica n este
tipo de anticuerpos. Esta descripcion también propo rciona
métodos para potenciar una respuesta inmune especif ica para
el antigeno en un sujeto utilizando anticuerpos mon oclonales

anti-OX40 humanizados.

EPITOPOS DE OX40

La porcién de una molécula diana, p.ej ., un polipéptido
OX40 que interactua especificamente con el dominio de unién

al antigeno de un anticuerpo es un "epitopo,” 0 un

“determinante antigénico”. Una molécula diana, p.ej ., un
polipéptido puede ser un solo epitopo,”, pero tipic amente
incluye al menos dos epitopos, y puede incluir cual quier
namero de epitopos, dependiendo del tamarfio, conform acion y

tipo de molécula diana.
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Se piensa que el tamafio minimo de un epitopo que pu
ser unido por un anticuerpo en un polipéptido diana
aproximadamente cuatro a cinco aminoacidos. Epitop
péptidos o polipéptidos pueden contener al menos si
menos nueve, al menos diez o al menos aproximadamen
mas aminoacidos. Dado que un anticuerpo puede recon
terciaria, los

antigeno de polipéptido en su forma

aminoacidos que comprenden un epitopono necesitan s

contiguos. Un epitopo de OX40, p.ej

PCT/US2015/054490
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., OX40 humano tal como

se proporciona en esta memoria, puede incluir al me nos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al men 0s 9, al
menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o e ntre
aproximadamente 10 y aproximadamente 30 aminoacidos
contiguos o no contiguos de 0OX40, p.ej ., OX40 humano. En
determinados aspectos, un epitopo de OX40, p.ej .,0X40humano
tal como se proporciona en esta memoria consiste en un
péptido de 100 o menos aminoacidos, 75 0 menos amin oacidos,
50 o menos aminoécidos, 40 0 menos aminoacidos, 35 0 menos
aminoécidos, 30 o menos aminoéacidos, 25 o menos ami noacidos,
20 o menos aminoacidos o 15 o0 menos aminoacidos, 0 puede
incluir al menos 4, al menos 5, al menos 6, al meno s7,al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 15, al m enos 20,
al menos 25 o entre aproximadamente 10 y aproximada mente 30
aminoacidos contiguos o no contiguos de 0OX40, p.ej ., OX40
humano. Por otra parte, un epitopo de 0OX40, p.ej ., OX40
humano tal como se proporciona en esta memoria pued e incluir

no mas de 4, no mas de 5, no mas de 6, no més de 7, no mas
de 8, no méas de 9, no mas de 10, no mas de 15, nom as de 20,
no mas de 25 o puede consistir entre aproximadament el0y
aproximadamente 30 aminoacidos contiguos 0 no conti guos de

0OX40,p.ej ., OX40 humano.
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En determinados aspectos, un anticuerpo anti-OX40 o un
fragmento del mismo tal como se proporciona en esta memoria,
se une a un epitopo de OX40, p.ej ., OX40 humano, OX40 de
mono rhesus u OX40 de mono cynomolgus que caen dent ro del
tercerdominiorico en cisteina (CRD3) de OX40, p.ej .,dentro
de los aminoacidos 108 a 146 de OX40 humano (SEQ ID NO: 91)

0 un péptido al menos 17%, al menos 75%, al menos 8 0%, al
menos 85% y al menos 90%, al menos 95% o al menos 1 00%
idéntico a los aminoacidos 108 a 146 de SEQ ID NO: 91. Por
“cae dentro” de la CRD3 de OX40 se entiende que el epitopo
puede incluir 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 0 Mas,
9 0 mas, 10 o mas, 15 o mas, o 30 0 mas aminoacidos contiguos
0 no contiguos de la regién de OX40 que consiste en laregion
CRD3, p.ej ., aminoacidos 108 a 146 de SEQ ID NO: 91, o un

péptido al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, a | menos
85% y al menos 90%, al menos 95% o al menos 100% id éntico a
los aminoacidos 108 a 146 de SEQ ID NO: 91.

En determinados aspectos, el péptido de CRD3 de OX4 0
gue une el anticuerpo proporcionado en esta memoria conserva
una leucina en la posicion correspondiente al amino acido 116

de SEQ ID NO: 91, y una alanina en la posicién

correspondiente al aminoacido 126 de SEQ ID NO: 9 1. Por
ejemplo, determinados anticuerpos OX40 o fragmentos de los

mismos tal como se proporcionan en esta memoria se unen a
OX40 humano, pero no se unen a OX40 de ratén o rata . La

regibn CRD3 de OX40 de raton se extiende desde

aproximadamente el aminoécido 104 hasta aproximadam ente el

aminodacido 144 de SEQ ID NO: 92. Aminoacido Q113 de OX40 de
raton, SEQ ID NO: 92, corresponde al aminoacido L11 6 de OX40
humano, SEQ ID NO: 91, y aminoacido V124 de raton O X40, SEQ

ID, NO: 92, corresponde al aminoacido A126 de OX40 humanao,
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SEQ ID NO: 91. Tal como se muestra en el Ejemplo 10 , un
anticuerpo OX40 tal como se proporciona en esta mem oria,
p.ej ., OX40mAb24, puede unirse a una variante de OX40 d e
raton que comprende SEQ ID NO: 92, excepto por una mutacion

Q113L y una V124A.

En determinados aspectos, se proporciona un péptido

aislado, consistiendo el péptido en o comprendiendo un
epitopo que se une especificamente a un anticuerpo 0OX40 tal
COmo Se proporciona en esta memoria, p.ej ., OX40mAb24. En
determinados aspectos, el péptido consiste en 100 o menos
aminoacidos, 75 o menos aminoacidos, 50 0 menos ami noéacidos,
40 o menos aminoacidos, 35 o0 menos aminoacidos, 30 0 menos
aminoacidos, 25 o menos aminoacidos, 20 0 menos ami noéacidos
0 15 0 menos aminoacidos, e incluye al menos 4, al menos 5,
al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10,
almenos 15, al menos 20, al menos 25 o entre aprox imadamente
10y aproximadamente 30 amino&cidos contiguos o no contiguos
de la CRD3 de OX40, p.ej ., unaregion de OX40 al menos 70%,

al menos 75%, al menos 80%, al menos 85% y al menos 90%, al
menos 95% o al menos 100% idéntico a los aminoacido s 108 a
146 de SEQ ID NO: 91. En determinados aspectos, el péptido
conserva una leucina en la posicion correspondiente al
aminoacido116de SEQIDNO: 91, yunaalaninaen laposicion

correspondiente al aminoacido 126 de SEQ ID NO: 91.
Un péptido aislado de este tipo se puede utilizar,
p.ej ., paraelrastreo de bancos para moléculas de unio nque
especificamente se unen a OX40, o como un inmundégen 0 para
generar anticuerpos anti-OX40 en un animal objeto.
ok
Esta descripcion emplea, a menos que se indique de otro

modo, técnicas convencionales de biologia celular, cultivo



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 -111 - PCT/US2015/054490

celular, biologia molecular, biologia transgénica,

microbiologia, ADN recombinante, e inmunologia, que estan
dentro de los conocimientos de la técnica. Tales té cnicas se
explican detalladamente en la bibliografia. Véase, por

ejemplo, Sambrook et al ., ed. (1989) Molecular Cloning A

Laboratory Manual (22 ed.; Cold Spring Harbor Labor atory
Press); Sambrook et al ., ed. (1992) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (Cold Springs Harbor Laboratory, NY); D.
N. Glover ed., (1985) DNA Cloning, Volumes | and Il ; Gait,
ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; Mullis etal . Patente
de Estados Unidos N.° 4.683.195; Hames and Higgins, eds.
(1984) Nucleic Acid Hybridization; Hames Higgins, e ds.
(1984) Transcription And Translation; Freshney (198 7)
Culture Of Animal Cells (Alan R. Liss, Inc.); Immob ilized
Cells And Enzymes (IRL Press) (1986); Perbal (1984) A
Practical Guide To Molecular Cloning; the treatise, Methods
In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Miller and Calos
eds. (1987) Gene Transfer Vectors For Mammalian Cel Is, (Cold
Spring Harbor Laboratory); Wu et al ., eds., Methods In
Enzymology, Vols. 154 and 155; Mayer and Walker, ed s. (1987)
Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biolog y
(Academic Press, London); Weir and Blackwell, eds., (1986)
Handbook Of Experimental Immunology, Volumes IV,
Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor L aboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1986); and in Aus ubel et
al .(1989) CurrentProtocolsin Molecular Biology (Jo hnWiley
and Sons, Baltimore, Md.).

Los principios generales de modificacidn por ingeni eria
de anticuerpos se exponen en Borrebaeck, ed. (1995) Antibody
Engineering (22 ed.; Oxford Univ. Press). Press). L 0s

principios generales de modificacion por ingenieria de
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proteinas se exponen en Rickwood etal ., eds.(1995) Protein
Engineering, A Practical Approach (IRL Press at Oxf ord Univ.
Press, Oxford, Eng.). Press, Oxford, Eng.). Los pri ncipios
generales de anticuerpos y union de anticuerpo-hapt eno se
exponen en: Nisonoff (1984) Molecular Immunology (2 aed.,;
Sinauer Associates, Sunderland, Mass.); y Steward ( 1984)
Antibodies, Their Structure and Function (Chapman a nd Hall,
New York, N.Y.). Adicionalmente, se siguen generalm ente
métodos convencionales en inmunologia conocidos en la
técnica y no descritos especificamente como en Curr ent
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Nueva Y ork;

Stites  etal ., eds.(1994) Basic and Clinical Immunology (82

ed; Appleton & Lange, Norwalk, Conn.) y Mishell y S hiigi
(eds) (1980) Selected Methods in Cellular Immunolog y (W.H.
Freeman y Co., NY). Freeman and Co., NY).

Los trabajos de referencia habituales que exponen | 0S
principios generales de inmunologia incluyen Curren t
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, New Yor k; Klein

(1982) J., Immunology: The Science of Self-Nonself

Discrimination (John Wiley & Sons, NY); Kennett etal ., eds.
(1980) Monoclonal Antibodies, Hybridoma: A New Dime nsion in
Biological Analyses (Plenum Press, NY); Campbell (1 984)
"Monoclonal Antibody Technology" in Laboratory Tech niquesin
Biochemistry and Molecular Biology, ed. Burden et al .,
(Elsevier, Amsterdam); Goldsby et al ., eds. (2000) Kuby
Immunology (42 ed.; H. Freemand & Co.); Roitt etal .(2001)
Immunology (6th ed.; London: Mosby); Abbas et al . (2005)
Cellular and Molecular Immunology (5% ed.; Elsevier Health
Sciences Division); Kontermann y Dubel (2001) Antib ody
Engineering (Springer Verlag); Sambrook y Russell ( 2001)

Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
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Press); Lewin (2003) Genes VIII (Prentice Hall 2003 ); Harlow
y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Press); Dieffenbachy Dveksler (2003) PCR Pr imer (Cold
Spring Harbor Press).

Todas las referencias citadas anteriormente, asi co mo
todas las referencias citadas en la presente, se in corporan

por referencia a la presente en su totalidad.

Los siguientes ejemplos se presentan a modo de
ilustracion y no a modo de limitacién.

EJEMPLOS

Abreviaturas y definiciones de términos y expresion es
se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de abreviaturas y definiciones de

términos

Abreviatura o Definicion

término

1A7 Anticuerpo 1gG1 kappa de raton control del
isotipo

9B12 Anticuerpo monoclonal de IgG1 K OX40 anti-
humano de raton

A375 Linea de células de melanoma humano

Aa aminoacido

ADCC Citotoxicidad  celular  dependiente  de
anticuerpo

ADPE Desarrollo de Anticuerpos y Modificacion de
Proteinas

ANOVA Andlisis de varianza

Asp acido aspartico

BSA Albumina de suero bovino
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Abreviatura o Definicion

término

BLASTP Herramienta de Investigacion de Alineamiento
Local Basica para homologia de secuencias de
proteinas

C Volumenes finales de los tumores del grupo
control

CD agrupacion de diferenciacién

CDC Citotoxicidad dependiente de complemento

CD4, OX40 + CD4 positivo, OX40 positivo

CDR regiones determinantes de complementariedad

CFA Adyuvante completo de Freund

CFSE Ester succinimidilico de
carboxifluoresceina

IC ntervalo de confianza

Clqg Componente de complemento C1q

CR Respuesta completa

CRD Dominio rico en cisteina

Cyno cynomolgus

DM-L medios de densidad - linfocito

ET efector-a-diana (relacion)

CE concentracion eficaz

ECf concentracion eficaz que resulta en f% de
efecto maximo

Cko concentracion eficaz que resulta en un 20%
de efecto maximo

Chko concentracion eficaz semi-maxima

Chko concentracion eficaz que resulta en un 90%

de efecto maximo

fraccion de maximo
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Abreviatura o Definicion

término

FACS clasificacion de células activada por
fluorescencia

FBS suero bovino fetal

Fc Fragmento, cristalizable

Fcerlg-/- cepa de raton modificada genéticamente;
carece de la expresion de receptores Fc
gamma activantes (Fc gamma l, Il 'y IV)

Fcgr2b-/- cepa de raton modificada genéticamente;
carece de la expresion del receptor de Fc
gamma Ilb inhibidor

FCS Citometria de flujo estandar

Fcy Fragmento, cristalizable gamma

FMO Fluorescencia menos-uno

FP Proteina de fusion

G Fuerza de gravedad

H hora

HL Cadenas pesada mas ligera

HEK293 Linea de células de riibn embrionaria humana

Hr hora

HSC Célula madre hematopoyética

Hu Ser humano

ICOS Co-estimulador de células T inducible

IgG Inmunoglobulina

IgG1 nmunoglobulina G1

IL-2 Interleucina 2

IP ntraperitoneal

ul Unidades internacionales
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Abreviatura o Definicion

término

Kad Constante de disociacion de unién en
equilibrio

Kl activacion

KLH Hemocianina de lamprea bocallave

KO inactivacion

Kp Constante de disociacion en equilibrio

Leu Leucina

M Raton

mADb Anticuerpo monoclonal

ml mililitro

OX40mAb24 Anticuerpo monoclonal IgG1 K OX40anti- humano
humanizado

IFM intensidad de fluorescencia media

mOX40L FP Proteina de fusion IgG1l de raton ligando
OX40 de raton

mOX40L FP | Proteina de fusion IgG1l de raton ligando

(Y182A) OX40 de ratdon modificada para que tenga
union reducida a OX40

NF«B Potenciador de cadena ligera kappa de factor
nuclear de células B activadas

NIP228 Anticuerpo monoclonal IgG1l kappa de raton
contra acido 4-hidroxi-3-yodo-5-
nitrofenilacético

NK asesina natural

NOD/SCID Diabético no obeso/inmunodeficiente
combinado grave

NSG Ratones con fondo genético Nod.Cg-

Prkd cscid 112rg tmWy/ SzJ
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Abreviatura o Definicion

término

OX40L Ligando de OX40

OX40L FP 1gG4P
Y180A

Proteina de fusion IgG4P de ligando del OX40
humano genomanipulada para tener una union
reducida a OX40

OX40mAb24 Anticuerpo monoclonal 1gG1 K OX40 anti-
humano humanizado

OX86 Anticuerpo monoclonal IgG1 kK OX40 anti-  raton
de rata

PBMC Células mononucleares de sangre periférica

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

PHA-L Fitohemaglutinina-Leucoaglutinina

IP Yoduro de propidio

PK/PD Farmacocinética/farmacodinamica

RBC glébulo rojo

RBCL Lisis de gldbulos rojos

RBD Dominio de unidn al receptor

Rh humano recombinante

RLU Unidades de luz relativas

RPMI Medio de Roswell Park Memorial Institute
1640

ROA Via de administracion

SC Subcutaneo

SD Desviacion estandar

SEM Error tipico de la media

Ser serina

T Volumenes finales de los tumores del grupo

de ensayo

Tcm

Célula T de la memoria central
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Abreviatura o Definicion

término

TCR Receptor de células T

Teff Célula T efectora

Tem Célula T de la memoria efectora

TGI Inhibicion del crecimiento tumoral

TIL | eucocito infiltrante de tumores

™ Dominio de transmembrana

TNFR receptor del factor de necrosis tumoral
TNFRSF superfamilia del receptor del factor de

necrosis tumoral

TRAF2 factor 2 asociado al receptor del factor de

necrosis tumoral

Treg células T reguladoras
pL microlitro
Mg Microgramo
Vv volumen
EJEMPLO 1: Humanizacion de Mab Murino 9B12 de OX40 Anti-
humano

mADb murino 9B12 se humaniz6 injertando sus CDRs en

entramados de linea germinal humana seleccionados. Las
secuencias de la region variable de la cadena pesad a(VH)y
la region variable de la cadena ligera (VL) de mAB murino
9B12 se compararon con las secuencias de la linea g erminal
de anticuerpos humanos disponible en las bases de d atos NCBI
publicas. Entramados (FR) de aceptores humanos se

identificaron en base a la homologia de secuencia m as alta.
Cuando se selecciona un entramado aceptor Optimo, s e

consideraron  varios criterios tales como residuos
concordantes que podrian impactar en la union (resi duos en

la zona Vernier, residuos de clase canonicay resid uos dela
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interfaz VH/VL) y el potencial de inmunogenicidad (
frecuencia de la linea germinal). Una secuencia de
aceptora humana hibrida 6ptima se designé para VH y
independientemente seleccionando el segmento de lin
germinal de inmunoglobulina humana mas homélogo par
unade lasregionesindividuales delentramado. Se
tres secuencias aceptoras de la linea germinal dife
para formar la cadena principal del
humanizado, mientras que para VL se seleccionaron d
secuencias aceptoras de la linea germinal diferente
molde aceptor de la linea germinal totalmente human
para la cadena de VH (9B12VH-hu) era una combinacio
IGVH4-34*09 (FR 1), VH4-39 (FR 2), VH6-1(FR 3) y JH
VL (9B12VL-hul)era una combinacion de 018 (FR 1), O
2),L23 (FR 3) y JK1 (FR 4). Lahomologia del entra
la secuencia murinay la secuencia aceptora del mol
era aproximadamente 72% para VH 'y 77% para VL.

Residuos del entramado murino que podrian influir o
mantener la conformacion funcional de la CDR parent
no coincidia con la secuencia de la linea germinal
identificaron y re-introdujeron selectivamente en e
aceptor humano con el fin de preservar mejor la afi
funcionalidad de unién de 9B12. En este caso, los r
de la FR de ratén 27D, 39K, 47Y, 48M, 71R, 78Y y 91
cadena VH y 44V y 68R en la cadena VL se retro-muta
molde humano. Residuos de CDR tal como se definen p
se condensaron en los entramados aceptores disefiado
para VH como VL para generar el anticuerpo humaniza
genes VHhumanizados 9B12VH-huy 9B12VH-hu39K71R)y
(VL 9B12VL-huly9B12VL-hu2) fueron sintetizados po

entramado de VH
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), y luego fu eron
clonados en el vector de expresion de IgG1 pOE en | a firma.
Se ha generado y caracterizado un panel de variante S
humanizadas en ensayos de union y proliferacion bas ados en
células T. Las variantes humanizadas que contienen varios
aminoacidos del entramado revirtieron a residuos de FR de
raton en la region variable de cadena pesada, unida a OXx40

en células T CD4 * con afinidades comparables y potencias

similares (proliferacion de células T) a 9B12. La cadena
ligera variable se emparejaba con todas las variant es de VH
humanizadas que codifican entramados totalmente hum anizados.
Para reducir el riesgo de inmunogenicidad, el numer o de

residuos de raton en el FR humano de VH se redujo

adicionalmente a 3 6 4 reemplazando residuos de rat on no
influyentes por los correspondientes residuos human os. Para
eliminar potenciales cargas de la secuencia, el sit io de
desamidacion NG en VH-CDR2, el sitio de unién de in tegrina
RYD vy el sitio de isomerizacion DG en VH-CDR3 se se pararon
proactivamente de forma independiente o en combinac ion. Para
evitar la ADCC mediada por la funcion efectora de F cdelgGl
humana, se realizaron variantes de Fc IgG4P e IgG1T M para
los mAbs conductores humanizados. Las variantes Ig G4P e
IgG1TM exhibian la misma actividad de union a OX40 que las
variantes 1gG1, pero una actividad ADCC significati vamente
reducida que es muy similar al mAb murino 9B12. En resumen,
las variantes humanizadas exhibian afinidades de un ion
celular y potencias in vitro comparables al mAb de ratén
parental 9B12. Las diferencias de aminoacidos entre la
variante VH humanizada, todas las cuales se emparej anconla

VL humanizada, se resumen en la FIG. 1.
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La quimera reversa se modific6 para la caracterizac i6n

in vivo  en monos rhesus. En sintesis, la VH y VL de mAb24

humanizado se injertaron en las cadenas pesada cons tante y
ligera constante de 9B12 murino. La caracterizacion in vitro
demostré que las porciones de Fab de la quimera rev ersa se

unian a OX40 humano, comparable a mAb24.

EJEMPLO 2: Afinidad de Union y Ocupacion del Recept or
de OX40mAb24 a OX40 Nativo Expresada en la Superfic ie de
células T Humanas Activadas, de Primates No humanos , Ratay
Raton

2.1 MATERIALES

Enla Tabla 2-1 se relacionan los materiales utiliz ados

en este ejemplo.

Tabla 2-1 Materiales

Elemento

Fuente

IgG anti-humana de cabra

AlexaFluor [0 A488 (H+L)

Life Technologies,
Carlsbad, CA

IgG anti-raton de cabra

AlexaFluor [0 A488 (H+L)

Life Technologies,
Carlsbad, CA

IgG anti-rata de cabra

AlexaFluor [0 A488 (H+L)

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Solucién de

Life Technologies,

antibiotico/antimicético, 100X Carlsbad, CA
Anticuerpo CD134 dirigido contra Biolegend, San Jose,
Ig de rata (clon OX40) CA
Anticuerpo CD3 anti-rata BD Biosciences, San

Jose, CA
Anticuerpo CD134 dirigido contra Medimmune,

Ig de ratén (clon OX86)

Gaithersburg, MD
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Elemento

Fuente

Clon RTK2071 de mAb de control del

K isotipo, IgG1 anti-rata

Biolegend, San Jose,
CA

Ratén Balb/C Harlan, Indianapolis,
IN

Beta mercaptoetanol (BME) Life Tiechnologies,
Carlsbad, CA

Concanavalina A Sigma, St. Louis, MO

Acido etilendiamino tetraacético

Life Technologies,

(EDTA) Carlsbad, CA
Suero de ternero recién nacido Life Technologies,
(FBS) inactivado por calor Carlsbad, CA

Anticuerpo CD3 anti-ratén de

hamster

BD Biosciences, San
Jose, CA

Anticuerpo CD28 anti-raton de

hamster

BD Biosciences, San
Jose, CA

IL-2, recombinante humana

Prepr

ptech, Rocky
Hill, NJ

Medio de separacién de linfocitos
(LSM)

MP Biomedicals, Santa
Ana, CA

Kit de aislamiento de células T
CD4 de rata Magcellect

R&D Systems,
Minneapolis, MN

Tampdn MACS Miltenyi

Mil

tenyi San, Diego,
CA

Kit de aislamiento de células T
CD4 de ratén

Miltenyi San, Diego,
CA

Clon MOPC- 21 de mAb de control del

K isotipo, IgG1 de raton

Biolegend, San Jose,
CA

Kit de aislamiento de células T
CD4 de primates no humanos

Miltenyi San, Diego,
CA
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Elemento

Fuente

Placas de 96 pocillos de fondo
redondo no tratadas con TC

VWR, Radnor, PA

Percoll

Sigma, St. Louis, MO

Fitohemaglutinina-Leucoaglutinina
(PHA-L)

Roche Applied Science,
Indiandpolis, IN

Solucion salina tamponada con
fosfato, pH 7.2 (PBS)

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Kit de enriquecimiento de células
T CD4 RosetteSep

Stem Cell
Technologies,
Vancouver, BC

RPMI-1640

_ife Technologies,
Carlsbad, CA

Rata Sprague Dawley

lan, Indianapolis,
IN

Sangre completa, anticoagulada con
heparina de sodio

Medlmmune Blood Donor
Program, Gaithersburg,

MD
En este ejemplo se realizaron ensayos de unién en
equilibriobasados en células paramedirla afinida d aparente
de la unién de OX40mAb24 a OX40 expresado en la sup erficie
celular de células T humanas, de primates no humano s, de
rata y de raton. Adicionalmente, los ensayos de un i6n en
equilibrio se utilizaron para determinar las concen traciones

de OX40mAb24 que consiguen una ocupacion del 20%, 5
del receptor OX40 humano en células T CD4

0% 0 90%

+ activadas.

Las concentraciones de OX40mAb24 requeridas para

ocupacion del 20%, 50% o 90% del receptor también s
determinaron para la union de 9B12, el anticuerpo m

OX40 anti-humano murino del que se derivd OX40mAb24

onoclonal
,a 0OXx40

humano y de primates no humanos expresado en la sup erficie
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de células T CD4 * para una comparacion de la union de

OX40mAb24 y 9B12.

2.2 Ensayos

2.2.1 Union de OX40mAb24 a células T CD4 * Humanas
Primarias y células T Jurkat que expresan OX40

La constante de unién en equilibrio aparente (K d) para
la unién de OX40mAb24 a OX40 humano y las concentra ciones
requeridas para unir el 20%, 50% o 90% del receptor 0OXx40
humano de la superficie celular en equilibrio se ca Icularon
a partir de curvas de union de OX40mAb24 a células T CD4+
humanas primarias activadas que expresan OX40 o cél ulas T
Jurkat que sobre-expresan OX40 humano. Al mismo ti empo se
realizaron experimentos similares para evaluar la u nion de
9B12 a estas células para la comparacién con los va lores de
OX40mAb24.

Células TCD4 +*humanas primarias se aislaron primero de
sangre entera anti-coagulada con con heparina sdédic a
obtenida de donantes sanos a través del Programa de Donacién
de Sangre Medimmune utilizando un kit de enriquecim iento de

célulasTCD4 +*RosetteSep (Stem Cell Technologies, Vancouver,
BC) y un protocolo modificado del fabricante.
Células T CD4 * humanas primarias se cultivaron durante

48h con 2 pg/mL de PHA-L y 20 Ul/mL de rhiIL-2 para activar
células T y supra-regular OX40. Las células T, que eran >95%
viables, se utilizaron subsiguientemente en experim entos de

union de OX40mAb24. Todos los donantes representan

individuos Unicos; es decir, no se realizaron exper imentos

de unién repetidos con células T CD4 *+ del mismo donante.
Célulasdelclon 64 de NF KB-luciferasa Jurkat que sobre-

expresan OX40 humano se cultivaron en RPMI completo +FBS al
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10% antes de los experimentos de union, sin necesid ad de
activacion.

OX40mAb24 (10 pg/mL) o0 9B12 (10 pg/mL) se diluyeron a
través de series de dilucién dobles de 17 puntos. O X40mAb24
se afadi6 a 100.000 células (células T CD4 * primarias
activadas o células del clon 64 de NFkB-luciferasa Jurkat
que sobre-expresan OX40 humano) por pocillo y se in cubaron
durante una hora a 4 °C. Para las sustraccion de la union de
fondo, las células se incubaron en presencia de ant icuerpo
secundario solo. El anticuerpo monoclonal IgG1 huma no R347
control y el clon MOPC-21 del isotipo de IgG1 de ra ton se
utilizaron en los experimentos con células T de Jur kat que
sobre-expresan OX40 para demostrar la especificidad para la
union a OX40 de OX40mAb24 o 9B12, respectivamente. Después
de la incubacion, las células se lavaron tres veces con 200
uL de tampon FACS frio (4 °C) y se incubaron con 100 pL de
tampon FACS (PBS + suero de ternero recién nacido i nactivado
por calor al 2%) que contiene 10 pg/mL de anticuerp o]
secundario IgG anti-humano de cabra marcado con Ale xaFluor [
647 (para la union a OX40mAb24) o 10 pug/mL de antic uerpo
secundario IgG anti-ratbn de cabra marcado con Alex aFluor [
488 (para la union a 9B12) y 5 pg/mL de yoduro de p ropidio
(Pl). Tras la incubacion del anticuerpo secundario, las
células se lavaron y suspendieron en 100 puL de tamp on FACS
para el analisis por citometria de flujo en un citd metro de

flujo BD LSRII tal como se describe mas adelante.

2.2.2 Union de OX40mAb24 células T CD4 * T de Raton
OX40mAb24 se investigd en cuanto a la union a OX40 de
ratobn expresado en células T CD4 * primarias activadas. Al
mismo tiempo se realizaron experimentos similares p ara

evaluar la unién de 9B12 a estas células para la co mparacion
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con OX40mAb24. Células T CD4 * de raton se aislaron de bazos
de ratones BALB/c normales recogidos. De acuerdo co n el

siguiente protocolo:

Los bazos se filtraron a través de un filtro de nil on
de 70 uM para liberar los esplenocitos y el filtro se lavo
con 1 mL de medio completo (RPMI-1640 mas FBS al 10 %,
disolucion de antibidtico/antimicotico al 1% y 55 MM de
beta mercaptoetanol [BME]). Los esplenocitos se
sedimentaron y el sobrenadante se desecho. El sedim ento se
tratd con 5 mL de tampon de lisis de glébulos rojos (RBC) IX
y se incubo para lisar RBCs. La osmolaridad se rest ablecid
mediante la adicion de medio completo al final del tiempo de
incubacion.

Las células se sedimentaron, se lavaron en tampon

Miltenyi MACS (PBS pH 7.2 + albumina de suero bovin o (BSA)
al 0.5% + 4cido etilendiaminotetraacético [EDTA] 2 mM) y el
sobrenadante se desechd. El sedimento se suspendio entampoén
MACS frio y se cont6 con un contador ViCell para de terminar

el nimero de células y la viabilidad.

El aislamiento de células T CD4 *+ de raton se realiz6
con un kit de proceso Miltenyi (San Diego, CA) de a cuerdo
con las instrucciones del fabricante, y las células aisladas

se suspendieron en medio completo
Células T CD4 + de raton (150.000 por pocillo en 100 pL

de medio completo) se cultivaron durante una noche en placas
de 96 pocillos recubiertas con 2 pg/mL de cada uno de los
anticuerpos CD3 anti-raton de hamster y CD28 anti-r aton de
hamster para activar las células T e inducir la exp resion de

OX40. Células T CD4 * activadas se retiraron de la placa de
incubacion y 100.000 células se transfirieron a ca dauno de

los pocillos de una placa de fondo redondo de 96 po cillos



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 -127 - PCT/US2015/054490

tratada con cultivo no tisular para los ensayos de union y
se lavé una vez con tampon FACS. La union se realiz 6 con 10
png/mL de OX40mAb24, 9B12 y anticuerpos OX40 anti-ra ton de
rata, clon OX86 (control positivo) cada uno diluido en serie
3 veces en tampon FACS para una curva de datos de 1 0 puntos.
Para los controles negativos, 10 pg/mL de IgG1 hum ana R347,
IgG1 de raton MOPC-21 o IgG1 de rata RTK2071 se dil uyeron 6
veces en tampon FACS para una curva de datos de 3 p untos.
Tampon FACS (50 pL) que contenia OX40mAb24, o antic uerpos,
se afadi6 a células T CD4 * por duplicado y se incubd. Tras

la incubacion primaria, las células se lavaron con 200 pL

de tampon FCAS a4  °Cy se incubaron con 50 pL de tampon FACS

que contenia 10 pg/mL de anticuerpo secundario anti -humano
de cabra marcado con AlexaFluor (1488, 10 pg/mL de anticuerpo

secundario anti-raton de cabra marcado con AlexaFlu or [J 488
0 anticuerpo secundario anti-rata de cabra marcado con

AlexaFluor [ 488 y5 pug/mL de Pl. Tras la incubacion del

anticuerpo secundario, las células se lavaron con t ampon

FACS a 4 °C (200 pL por lavado) y se suspendieron en 100 pL

de tampon FACS para el andlisis por citometria de f lujo en
un citobmetro de flujo BD LSRII tal como se describe en la
Seccion 2.3.

2.2.3 Union de OX40mAb24 Binding a células T CD4 *
de Rata

OX40mAb24 se investigd en cuanto a la union a OX40 de
rata expresado en células T CD4 *primarias activadas. Almismo
tiempo se realizaron experimentos similares con 9B1 2 para
permitir la comparacion con OX40mAb24. Células T CD 4+derata
seaislaronde bazos deratas Sprague-Dawley normal es,recién
recogidos de acuerdo con el protocolo arriba descri to para

el aislamiento de esplenocitos de raton, excepto qu e el
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aislamiento de células T CD4 * de rata se realiz6 con un kit
de R&D Systems Magellect (Minneapolis, MN) de acuer do con

las instrucciones del fabricante.

CélulasTCD4 +derata(1x10 6 por mL de medio completo)
se cultivaron durante la noche en un matraz de cult ivo de
células T75 con 1 pg/mL de concanavalina A (Con A) y 500
Ul/mL de IL-2, para activar las células T e inducir la
expresion de OX40, y se incubaron durante la noche. Células
T CD4+ activadas se retiraron del matraz y 100.000 célula S
se transfirieron a cada uno de los pocillos de una placa de
fondo redondo de 96 pocillos tratada con cultivo no tisular
paralos ensayos de uniény se lavé contampon FACS .Launion
serealizé con 10 pg/mL de OX40mAb24,9B12y anticu erpoCD134
anti-rata de raton, clon OX40 (control positivo) di luido en
serie 3 veces en tampon FACS para una curva de dato s de 10
puntos. Para los controles negativos, 10 pg/mL de | gG1
humana R347 o IgG1 de ratbn MOPC-21 se diluyeron en serie 6
veces para una curva de datos de 3 puntos. 100 uL d e proteina
control OX40mAb24, 9B12 o el anticuerpo clon OX40 s e
afadieron a células T CD4 * por duplicado y se incubaron. Tras
la incubacion primaria, las células se lavaron con 200 pL de

tampén FCAS a 4 °C por lavado y se incubaron con 100 pL de

tampdén FACS que contenia 10 ug/mL de anticuerpo sec undario
anti-humano de cabra marcado con  AlexaFluor 0 488 o
anticuerpo secundario anti-ratbn de cabra marcado c on

AlexaFluor [0 488 y 5 pg/mL de PI. Tras la incubacion del
anticuerpo secundario, las células se procesaron pa ra la

citometria de flujo tal como se describe en la Secc ion 2.3.
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224 Unidn de OX40mAb24 células T CD4 * de Mono
Cynomolgus

OX40mAb24 se investigd en cuanto a la union a OX40 de
mono cynomolgus (cyno) expresado en células T CD4 * primarias
activadas. Al mismo tiempo se realizaron experiment 0s
similares con 9B12 para permitir la comparacion con los
valores de OX40mAb24. Células T CD4 * de cyno se aislaron de
sangre entera anti-coagulada con heparina sédica ob tenida de
donantes cyno sanos (N=2) de World Wide Primates (M iami, FL)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Sangre entera se dispuso sobre 30 mL de Percoll al 60%

en un tubo de centrifuga conico de 50 mL. La sangre se
centrifugd y células mononucleares de la sangre per iférica
(PBMC) se recogieron en la interfaz y se lavaron co n tampon
MACS de Miltenyi frio (4 °C) a 1200 RPM durante 10 minutos.
El sobrenadante se desechd y el sedimento se tratd con 5 mL
de tampdn de lisis 1X RBC y se incubd. Medio comple to (RPMI
con FBS al 10% y 1% de antibiéticos/antimicéticos) se afiadio
al sedimento para detener el proceso de lisis al fi nal del

tiempo de incubacion.

Las células se sedimentaron y se lavaron con 20 mL de
tampon MACS de Miltenyi frio (4 °C). El sobrenadante se
deseché y el sedimento de células se suspendié en t ampon

MACS frio (4 °C) y se contdé con un contador ViCell para

determinar el nimero de células y la viabilidad.

El aislamiento de células T CD4 * de cyno se realiz6 con
un kit de primates no humanos de Miltenyi de acuerd o con las
instrucciones del fabricante, luego se contaron cél ulas T
CD4 se contaron con un contador ViCell y se suspendier on a

razonde 1x 10 6 por mL en medio completo tal como se describe

arriba.
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Células T CD4 + de cyno (1 x 10 6 por mL en medio

completo) se incubaron durante 48 horas en un matra z de
cultivo de células T75 con 2 ug/mL de PHA-L y 20 Ul /mL de
IL-2, para activar las células T e inducir la expre sion de

OX40. Células T CD4  + activadas se retiraron del matraz y

100.000 células se transfirieron a cada uno de los pocillos

de una placa de fondo redondo de 96 pocillos tratad a con
cultivo no tisular para los ensayos de union y se | avo con
200 pL de tampdn FACS. La union se realizé con 10 u g/mL de
OX40mAb24 o 9B12 diluido en serie 4 veces en tampodn FACS
para una curva de datos de 11 puntos, o tanto IgG1 humana
R347 oelclon MOPC-21de lgG1de ratdon (controles negativos)

se diluyeron en serie 6 veces para una curva de dat os de 3
puntos. OX40mAb24, 9B12 o proteina control se afadi 0 a
células CD4 + vy se incubd. Tras la incubacion primaria, las

células se lavaron con 200 pL de tampdn FCAS frio ( 4°C) por
lavado y se incubaron con 100 pL de tampd6n FACS que contenia
10 pg/mL de anticuerpo secundario anti-humano de ca bra
marcado con AlexaFluor (0 488 o 10 pg/mL de anticuerpo
secundario anti-raton de cabra marcado con AlexaFlu or [J 488

y 5 pg/mL de Pl Tras la incubaciéon del anticuerpo
secundario, las células se procesaron para la citom etria de
flujo tal como se describe en la Seccion 2.3.

2.2.5 Unién de OX40mAb24 células T CD4 * de Mono
Rhesus

OX40mAb24 se investigd en cuanto a la union a OX40 de
macaco rhesus expresado en células T CD4 * primarias
activadas. Al mismo tiempo se realizaron experiment 0S
similares con 9B12 para permitir la comparacion con los
valores de OX40mAb24. Células T CD4 * de rhesus se aislaron

de sangre entera anti-coagulada con heparina sédica obtenida
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de donantes rhesus sanos (N=2) de World Wide Primat es (Miami,
FL) de acuerdo con las instrucciones del fabricante

Sangre de rhesus heparinizada (20 mL) se diluy6 1:1 con
PBS y se dispuso sobre 15 ml de LSM al 95% en un tu bo de
centrifuga conico de 50 ml. La sangre se centrifugo , PBMC se
recogieron en la interfaz y se lavaron dos veces co n tampon
MACS de Miltenyi a 400xg durante 30 minutos. El sob renadante
se desechd y el sedimento se tratd con 5 mL de tamp on de
lisis 1X RBC y se incubd. Medio completo (RPMI con FBS al
10% y 1% de antibidticos/antimicéticos) se afadid a I
sedimento para detener el proceso de lisis al final del
tiempo de incubacion. Las células se sedimentaron y se
lavaron con 20 mL de tampén MACS frio de Miltenyi. El
sobrenadante se desechdy el sedimento se suspendi6 entampon
MACS frio y se contd con un contador ViCell para de terminar
el nimero de células y la viabilidad. El aislamient o de

células T CD4 * de rhesus se realizd6 con un kit de primates
no humanos de Miltenyi (San Diego, CA) de acuerdo ¢ on las

instrucciones del fabricante.

Células T CD4 * de rhesus (1 x 10 6 por mL en medio
completo) se cultivaron durante 48 horas en un matr az de
cultivo de células T75 con 5 pg/mL de Con-A'y 1000 Ul/mL de
IL-2, para activar las células T e inducir la expre sion de
OX40. La union a 100.000 células T CD4 * de rhesus activadas
serealizd con 10 pg/mL de OX40mAb24y 9B12 diluido senserie
3 veces en tampon FACS para una curva de datos de 1 0 puntos
(experimento 1) o de 12 puntos (experimento 2) y 10 pHg/mL de
controles del isotipo humano y de ratén diluidos 6 veces
para 2 puntos de datos (experimento 1) o 4 puntos d e datos
(experimento 2). La unién de anticuerpo secundario anti-

humano de cabra marcado con AlexaFluor (0 488 y anticuerpo
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secundario anti-raton de cabra marcado con AlexaFlu or [J 488
era como se describio arriba para células T CD4 *de cynoy
la citometria de flujo tal como se describe en la S eccion
2.3.

2.3 Citometria de Flujo

La citometria de flujo en los ensayos descritos en la
Seccidn 2.1 serealiz6 utilizando un citdmetro de f lujo LSRII
(Becton-Dickinson, San Jose, CA). Se utilizé el s oftware
de analisis de citometria Flow Jo (TreeStar, Ashlan d, OR)
para determinar la union de OX40mAb24, 9B12 y prote inas
control a células. Pocillos que contienen células que
expresan OX40 (anticuerpo no tefiido, sin Pl o secun dario),
células unidas a reactivo de anticuerpo secundario marcado
con AlexaFluor [0 488 o AlexaFluor 0 647 solo o células
permeabilizadas con saponinaal 0.1% y tratadas co n 10 pg/mL
de PI se prepararon para los controles de compensac ion de
una sola mancha. Tras la compensacion de la fluore scencia,
células vivas (Pl negativas) se sincronizarony se determiné
la intensidad de fluorescencia media (MFI) del anti cuerpo
secundario.

2.4 Calculos

2.4.1. Determinacion de la Constante de Disociacion en
Equilibrio Aparente (K d)

Se utilizé el Software GraphPad Prism version 5.01 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California EE .UU.,
www.graphpad.com, para representar la MFI de la uni on de
OX40mAb24 frente ala concentracion de proteinas (M )tocrear
curvas de unién, a partir de las cuales se determin 0laK ¢
aparente. Para determinar la K d aparente para la union de

OX40mBa24 y 9B12 a OX40 humano, de raton, rata, mon 0 Cyno o
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rhesus se emples una ecuacion de regresion no linea | (ajuste
de la curva) para la union a un sitio (especifica).
2.4.2 Determinacion de los Valores de 20%, 50% y 90 % de

Ocupacion del Receptor

La cantidad de anticuerpo monoclonal (mAb) unido a su
receptor se puede estimar a partir de la siguiente relacion
de union:

Ecuacion 1: Receptor (A) + mAb (B) ~ complejo
receptor-mAb (AB)

La constante de disociacion de union (K d4) del anticuerpo

respectivo se representa por:
Ecuacion 2:

[A][B]
[AB]

Kd =

en que [A] y [B] representan las concentraciones de
receptor libre y anticuerpo, respectivamente.

Finalmente, la ocupacion fraccional, la fraccion (F ) de
todas las moléculas del receptor que estan unidas a I

anticuerpo, se pueden calcular por:

Ecuacion 3:
__ [48]
- [4]+ [4B]
La formacion de la ecuacion 2 y la sustitucién en | a
ecuacion 3 resulta en:
Ecuacion 4:
[4][B]/Kd

- [4]+ ([4][Bl/Kd)
La simplificacién de la ecuacion 4 resulta en:

Ecuacion 5:
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Por lo tanto, en condiciones de equilibrio, la frac cion
de todas las moléculas del receptor que estan unida s al
anticuerpo se puede calcular si se conocen la conc entracion
de mAD libre y la constante de disociacion K 4 del anticuerpo
respectivo.

La derivacion de esta formula para el calculo de la
concentracion de anticuerpos requerida para una ocu pacion
del receptor fraccional, expresada como F, conduce a la
siguiente formula:
Ecuacion 6:
[B] =F *Kd/(1— F)

en que [B] es igual a la concentracion de mAb, en e ste
caso OX40mAb24. Esta formula (Ecuacion 6) se utiliz 0 para el
calculo de las concentraciones de OX40mAb24 requeri das para
una ocupacioén del receptor de 20, 50 y 90% (F = 0.2 0, 0.50,
0.90) a partir de experimentos de unién celular a p artir de
los cuales se calculo el valor K d utilizando la ecuacion de
regresion no lineal (ajuste de la curva) para la un ibn a un

sitio (especifica) arriba descrita.
2.5 Métodos Estadisticos

Se utilizé un test t de Student no pareado de 2 lad 0Ss
con un nivel de confianza de 95% y correccion de We Ich para
representar conjuntos de datos con diferentes desvi aciones
tipicas en el software Graphpad Prism para determin ar
estadisticamente diferencias significativas entre | 0S

valores K ¢ aparentes o los valores de ocupacion del receptor

aparentes determinados para la union de OX40mAb24 a OX40 en
células T CD4 humanas primarias activadas frente a células
T Jurkat que expresan OX40. Las estadisticas descr iptivas

(esdecir , mediay error tipico de la media) se presentan en

el sumario de figuras y tablas.
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2.6 RESULTADOS

2.6.1 Union de OX40mAb24 a células T CD4 * humanas
primarias

OX40mAb24 unido a células T CD4 * humanas activadas con
una K 4 aparente media de 312 pM y valores para un 20%, 50 %y
90% de ocupacion del receptor de 78.1, 312 y 2810 p M,
respectivamente; n = 6 ensayos de union con seis do nantes de
células T independientes (Figuras 2A 'y 2B, y Tabla 2-2).

En comparacion, 9B12 unido a células T CD4 * humanas

activadas con una K

4 media de 669 pM y valores para un 20%,

50% y 90% de ocupacion del receptor 167, 669 y 6020 pM,
respectivamente(Figuras 2C y 2D, y Tabla 2-2). Lar elacion
entre los valores de K 4 aparente para 9B12 y OX40mAb24 era,
por lo tanto, de 2.1 a 1, y refleja una afinidad de union
similar a OX40 humano para los anticuerpos monoclon ales
murino y humanizado.
Tabla 2-2 Afinidad Aparente (K d) y Valores de Ocupacion del
Receptor para la Unién de OX40mAb24 o 9B12 a célula sTCD4 *
Humanas Primarias que expresan OX40
CEgo
Union N Kd Cko Chko (Err
Protein (ErrTip), (ErrTip), (ErrTip), Tip)
donantes
a pM pM pM ,
pM
OX40mAb 6 312 78.1 312 2810
24 (57.9) (14.5) (57.9) (521
)
9B12 6 6569 (137) 167 669 (137) 6020
(34.3) (123
0)
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CEo = concentracion eficaz que resulta en un 20% de

efecto méximo; CE 5o = concentracion eficaz semi-maxima; CE 90
=concentracion eficaz que resulta en un 90% de efe cto maximo;
Kg = contante de disociacion de union en equilibrio; ErrTip

= error tipico de la media.

2.6.2 Union de OX40mAb24 ala Linea de células T Ju rkat
Modificada para Sobre-expresar OX40 Humano

OX40mAb24 unido a células T Jurkat que sobre-expres an
OX40 conunaK ¢ media de 424 pM y valores para un 20%, 50% y
90% de ocupacion del receptor de 106, 424 y 3820 pM ,
respectivamente. Figura 3A-C y Tabla 2-3. No habia

diferencias estadisticamente significativas en la a finidad
de unién aparente o la ocupacion del receptor de OX 40mAb24
a OX40 expresado por células T CD4 * humanas primarias
activadas y células T Jurkat que sobre-expresan OX4 0
(p=0.59).

En comparacion, 9B12 unia estas células T con una K d
media de 726 pM y valores para un 20%, 50% y 90% de ocupacion
del receptor de 182, 726 y 6540 pM, respectivamente (Figuras
3D-F, y Tabla 2-3). La relacion entre los valores d e Ky
aparente para 9B12 y OX40mAb24 era, por lo tanto, d el7a
1, similares a la relacién calculada para la unién a0OXx40en

células T CD4 +* humanas activadas.

Tabla 2-3 Afinidad Aparente (K d4) y Valores de Ocupacion del
Receptor para la Unién de OX40mAb24 o 9B12 a célula s Jurkat
NFkB-luciferasa Clon 64 que sobre-expresan OX40 Hum ano
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.. Kd CExo CEso CEgo
Union N
) _ (ErrTip (ErrTip (ErrTip (ErrTip
Protein experiment
)’ )1 )1 )1
a 0s
pM pM pM pM
OX40mAb 3 424 106 424 3820
24 173) (43.3) (173) (1560)
9B12 3 726 182 726 6540
(308) (76.9) (308) (2770)

CEo = concentracion eficaz que resulta en un 20% de
efecto maximo; CE

=concentracion eficaz que resulta en un 90% de efe

50 = concentracion eficaz semi-méaxima; CE

Kg = contante de disociacion de union en equilibrio;

= error tipico de la media.

2.6.3 Union de OX40mAb24 a células T CD4

Rata

Ni OX40mAb24 ni 9B12 se unian a células T CD4

o rata (datos no mostrados). Latincion positiva

T CD4+ de ratdn y rata se observé con anticuerpos OX40 an

ratbn y anti-rata comerciales,

clones OX86 y 0X40,

respectivamente. 9B12 no se unia a células T CD4

ni de rata activadas (datos no mostrados).

2.6.4 Union de OX40mAb24 a células T CD4

Cynomolgus y Rhesus

OX40mAb24 se unia a células de cynomolgus activadas

una K 4 media de 581 pM. La K

qgue la K

9B12 se unia a las células T CD4

¢ de seres humanos (Tabla 2-4).

cto maximo;

ErrTip

+ de Ratén o
+ de ratén
de células

ti-

+ de raton

+ de Monos

con

d de cyno era 1.9 veces mas alta

*+de cyno activadas con

unaK 4de 1088 pM (Tabla 2-4), lo que resulté en una rela
entre 9B12 y OX40mAb24 de valores K

cion

d aparentesde 1.9a 1.
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OX40mAb24 se unia a células T CD4 * de mono rhesus con
una K ¢ media de 369 pM (Tabla 2-4). La K d de rhesus era 1.2
veces mas alta que la K ¢ de seres humanos.

9B12 se unia a las células T CD4 * de mono rhesus
activadas con una K 4 de 713 pM (Tabla 2-4), lo que resulta
en una relacion entre 9B12 y OX40mAb24 de valores K d

aparentes no mostrados de 2.8 a 1.
Tabla 2-4 Afinidad Aparente (K d) para la Union de OX40mAb24
0 9B12 a células T CD4 * Primarias Activadas que expresan
0OX40 de Monos Cynomolgus y Rhesus

Cynomolgus Rhesus
N Ka N Ka
Proteina ) )
y experimen (ErrTip), experimen (ErrTip),
de union
tos pM tos pM
OX40mAb24 2 581 (238) 2 369 (236)
9B12 2 1088 (37) 2 713 (559)

K¢ = contante de disociacion de union en equilibrio;

ErrTip = error tipico de la media.

EJEMPLO 3: Especificidad de Unién de OX40mAb24 por 0OX40
Humano

En este ejemplo se realizaron ensayos de uniébnacé lulas
basados en la citometria de flujo para determinar | a
especificidad de OX40mAb24 por OX40 humano con rela cion a
los otros miembros de la TNFRSF con secuencias de a minoacidos
relacionadas, que incluian: NGFR (TNFRSF16), LTR R
(TNFRSF3), TNFR2 (TNFRSF1R), GITR (TNFRSF18), CD137
(TNFRSF9) y HVEM (TNFRSF14). Ademas, se testd en fo rmato
ELISA la especificidad de union de OX40mAb24 por mi embros de
la TNFRSF humana recombinante, que incluia los arri ba

mencionados, asi como DR6 (TNFRSF21), osteoproteger ina (OPG;
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TNFRSF11B), RANK (TNFRSF11A), FAS (TNFRSF6) y CD40
(TNFRSFS5).

3.1 Materiales
Los materiales utilizados en este estudio se relaci onan
en la Tabla 3-1.
Tabla 3-1 Materiales
Elemento Fuente

IgG anti- humana de cabra Life Technologies, Carlsbad,

AlexaFluor O 647 (H+L) CA

lavador de placas BioTek O BioTek 0O, Wincoski, VT

Vector de expresion pCMV6-
XL5 de CD137 (TNFRSF9)

Origene Technologies, Inc.,
Rockville, MD

Vector de expresion pCMV6-
XL5 de GITR (TNFRSF18)

Origene Technologies, Inc.,
Rockville, MD

HRP de
ligera kappa de IgG anti-

Conjugado cadena

humana de cabra

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

HRP
para Fab) de IgG anti-

Conjugado (especifico
raton

de cabra

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Vector de expresion pCMV6-
XL4 de HVEN (TNFRSF14)

Origene Technologies, Inc.,
Rockville, MD

Lipofectamine 2000

Life Technologies, Carlsbad,
CA

Isotipo AF488 dirigido Biolegend, San Diego, CA
contra IgG1 de raton
AF488 dirigido contra GITR Ebioscience, San Diego, CA

humano

AF647 dirigido contra NGFR

humano

BD, San Jose, CA
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Elemento Fuente

CD137 anti-humano de APC BD| San Jose, CA

Isotipo APC dirigido contra Biolegend, San Diego, CA

IgG1 de raton

Software Clone Manager v9 Sci-Ed Software, Cary, N C

Suero bovino fetal (FBS), Life Technologies, Carlsbad,

inactivado por calor CA

Vector de expresion pCMV6- Origene Technologies, Inc.,

XlI.4 de LTRR (TNFRSF3) Rockville, MD

Placa de fondo plano de 96 VWR, Radnor, PA

pocillos MaxiSorp

Suero de ternero  recién Life Technologies, Carlsbad,

nacido, inactivado por calor CA

Vector de expresion NGFR Origene Technologies, Inc.,

(TNFRSF16) pCMV6-XL5

Rockville, MD

HVEM anti-humano PE El

vioscience, San Diego, CA

LtRR anti-human PE R&

D systems, Minneapolis, MN

PE dirigido contra TNFRSF 1B

humano

BD, San Jose, CA

Isotipo PE dirigido contra
IgG1 de raton

Biolegend, San Diego, CA

Isotipo PE dirigido contra

Ebioscience, San Diego, CA

Ig de rata

PBS, pH 7.2 sin calcio ni Life Technologies , Carlsbad,
magnesio CA

TNFRSF1R  (TNFRII)  humano R&D systems, Minneapolis, MN
recombinante

TNFRSF3 (LTRR) humano R&D systems, Minneapolis, MN
recombinante

TNFRSF4 (OX40) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante
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Elemento Fuente

TNFRSF5 (CD40) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF6 (FAS) humano R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF9 (CD137) humano Proteinadelafirma; lote n°
recombinante AMPurl19

TNFRSF11A  (RANK) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF11B (OPG) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF14 (HVEM) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF16 (NGFR) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

TNFRSF18 (GITR) humano Proteinade lafirma; lote n°
recombinante LBPur0025

TNFRSF21 (DR6) humano | R&D systems, Minneapolis, MN

recombinante

Vector de expresion pCMV6- Origene Technologies, Inc.,
XL5 de TNFRSF13 Rockville, MD
Tween-20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
3.2 Métodos
3.2.1 Busqueda de Proteinas con Estrecha Homologia de

la Secuencia con OX40 Humano

Con el fin de identificar proteinas humanas con

identidad de la secuencia de aminoacidos con OX40 h umano se
realizd una busqueda con la Herramienta de Busqueda de
Alineamiento Local Basica (BLASTP) utilizando la se cuencia

de proteinas de OX40 (CCDS 11 / UniProt P43489). Se

identificaron diecinueve miembros / isoformas de la familia
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TNFRSF. Las secuencias de longitud completa de esta

proteinas se verificaron utilizando las bases de da

CCDS como UniProt (www.uniprot.org). Se utilizo el

Clone Manager version 9 para realizar un alineamien
ensamblado frente a la referencia OX40 humano utili

matriz de puntuacion blosum62 para determinar el p
deidentidad de aminoacidos entre OX40 humanoy las
identificadas en la busqueda BLASTP (Tabla 3-2).

3.2.2 Especificidad de unién de OX40mAb24 por OX40
relacion a otros miembros de TNFRSF expresados en ¢
HEK293

Construcciones de ADNc capaces de dirigir la expres
de miembros individuales de TNFRSF, cuando son tran
en ceélulas de mamiferos, se obtuvieron
Technologies, Rockville, MD. Estas construcciones d
amplificaron y purificaron por el grupo Protein Sci
Medimmune en Gaithersburg, MD para uso en transfecc
transitorias. Para la expresion individual de cada
los miembros de TNFRSF, células HEK293 fueron trans
utilizando Lipofectamine 2000 (Life Technologies, C
CA) combinada con 0.5 ug de ADN de un vector de exp
gue codifica uno de los miembros de TNFRSF, de acue
el protocolo sugerido por el fabricante para Lipofe
2000. Cuarenta y ocho horas post-transfeccion, las
se separaron de las placas de cultivo tisular media
tripsinizacion. La tripsina se neutralizé mediante
adicion de medio completo RPMI-1640 que contiene su
FBS al 10%), seguido de la sedimentacion de las cél
lavados en medio completo. Las células se suspendie
después en tampdn FACS (PBS + FBS al 2%) frioy se

en placas tratadas con cultivo no tisular de 96 poc

de Origene

PCT/US2015/054490
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para las estudios de unidon con mAbs especificos par a los
miembros de TNFRSF (Tabla 3-3) y OX40mAb24.

Paralaunionde anticuerpos uOX40mAb24, célulasH EK293
se sedimentaron, se retiré el tampén FACS vy las cél ulas se
suspendieron en tampon FACS que contenia 2 pug/mL de yoduro
de propidio (P1) y unmAb marcado con fluorocromo, especifico
para el miembros de TNFRSF transfectado, a una conc entracion
recomendada por el fabricante o con OX40mAb24 a una
concentracion de 1 pg/mL.  Para los controles de union,
las células se incubaron por separado con anticuerp oscontrol
del isotipo marcados con fluorocromo. Las células s e
incubaron durante 1 hora a 4 °C en la oscuridad. Después, las
células incubadas con anticuerpos monoclonales marc ados con
fluorocromo se lavaron en tampén FACS frio y luego se
recogieron los eventos de unién y se analizaron med lante
citometria de flujo utilizando un citdmetro de fluj o LSRII
(BD Biosciences, San Jose, CA) y software FlowJo, t al como
se describe en la Seccion 3.2.3. Células incubadas con
OX40mAb24 se lavaron en tampon FACS enfriado con hi eloy
luego se suspendieron 25 pg/mL de anticuerpo secund ario de
lgG (H+L) anti-humano de cabra Alexa Fluor U 647 y se
incubaron durante 30 minutos mas a 4 °C en la oscuridad. Para
un control de unién de anticuerpos secundarios, las células
se incubaron en ausencia de OX40mAb24, pero en pres encia de
anticuerpo secundario solo marcado con flurocromo. Después,
las células se lavaron y suspendieron en tampon FAC S frio
para el analisis en un citometro de flujo LSRII.

3.2.3 Andlisis por Citometria de Flujo

Los datos estandares de la citometria de flujo (FCS ) se
examinaron utilizando el software FlowJo (Ashland, OR). Para
analizar la union de mAb, las células se sincroniza ron
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primero para células viables (Pl negativas) y luego se
registr6 la intensidad de fluorescencia media (MFI) de
eventos frente al numero total de eventos para gene rar
histogramas de unién . La MFI geométrica de toda s las
células viables se determino para cada una de las m uestras,
de modo que se pudo determinar el multiplo de MFI f rente al
fondo (control del isotipo o0 anticuerpo secundario solo),

3.2.4 Especificidad de union ELISA de OX40mAb24

Se preparo una serie de dilucién doble, de ocho pun tos,
de cada una de las proteinas de TNFRSF humanas reco mbinantes
después de ladilucion de proteinas patron arazén de 5 pg/mL
en PBS. Posteriormente, 50 pL de cada unade las diluciones
de antigenos se transfirieron por duplicado a pocil los de
una placa de fondo plano de 96 pocillos Nunc MaxiSo rp, y se
incubaron durante la noche a 4 °C para adsorber proteinas a
la placa. Después de ello, las placas se lavaron tres
veces con PBS en un lavador de placas BioTek 0 para separar
las proteinas no unidas. Anticuerpos anti OX40, mAb 29, 9B12
y control se diluyeron en PBS hasta una concentraci on final
de 10 pg/mL, y 50 pL se afadieron a cada uno de los pocillos
y se incubaron a temperatura ambiente durante una h ora para
unir mAb a las proteinas unidas a la placa. Después , los
pocillos se lavaron con PBS/Tween-20 al 0.1%
(volumen/volumen) utilizando un lavador de placas B ioTek [I.
Anticuerpos secundarios anti-humano de cabra o anti -raton de
cabra conjugados con HRP se afiadieron a razén de 10 pug/mL a
cada uno de los pocillos y se incubaron a temperatu ra
ambiente durante 1 hora. Después de tres lavados en
PBS/Tween-20 al 0.1%, se afadieron 50 pL de sustrat o TMB a
cada uno de los pocillos y se incubaron a temperatu ra
ambiente durante 5 minutos para desarrollar el prod ucto
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colorimétrico. Las reacciones se detuvieron afladien

pocillos 50 uL de H

inmediatamente a 450 nm utilizando un lector de pla

do alos

2SO 0.5 molar, y las placas se leyeron

Envision C para la deteccion del producto colorimét

resultados se representaron en el software GraphPad

para Windows, version 5.01y las curvas de unién se

utilizando analisis de regresion no lineal para la

un solo sitio.

3.3 Resultados

rico. Los

generaron

unioén a

La busqueda BLASTP de homologia de las secuencias d

proteinas en OX40 humano identifico 19 proteinas hu

TNFRSF o isoformas que compartian 15-27% de identid

secuenciade aminoacidos conlasecuenciade OX40d

completa. Las proteinas y sus porcentajes de ident

la secuencia se enumeran en la Tabla 3-2.

manas de
ad de la
e longitud
idad de

Tabla 3-2 ldentidad de la Secuencia de Aminoacidos

Doce Miembros de la TNFRSF con la Homologia méas Ele
0OX40 Humano
% de Proteina
Miembro Nombres identida UniProt
TNFRSF alternativos d ID de la
con OX40 secuencia
Q9Y6Q6
iso 2
TNFRSF11A RANK, CD265 27
(delta
7.8.9)
TNFRSF6B DcR3 25 095407
Q9Y5U5
TNFRSF18 GITR, AITR 25 )
iso 2
TNFRSSF10C DCR1, TRAIL-R3 24 014798

vada a
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% de Proteina
Miembro Nombres identida UniProt
TNFRSF alternativos d ID de la
con OX40 secuencia
P25942
TNFRSF5 CD40 23 )
iSO 2
Q9Y5U5
TNFRSF18 GITR, AITR 23 )
iso 3
TNFRSF18 GITR, AITR 23 Q9Y5U5
TNFRSF9 CD137, 4-1BB 22 Q07011
TNFRSF5 CD40 21 P25942
TNFRSF14 TR2, HVEM-A 21 Q92956
TNFRSF16 Receptor NGF 21 P08138
TNFRSF3 LTRR, TNFRIII 20 P36941
P25445
TNFRSF6 Fas 20 iSO 6
Tmdcl (A)
TNFRSF6 Fas 20 P25445
P36941
TNFRSF3 LTRR, TNFRIII 19 )
iSO 2
P25445
iso 7
TNFRSF6 Fas 19
FasExo8De
I
Osteoprotegeri
TNFRSF11B 18 00030
na
TNFR1b, TNFR2,
TNFRSF1B 18 P20333
CD120b
TNFRSF11A RANK, CD265 16 Q9Y6Q6
CCDS = secuencia codificadora consenso; ID =
identificador; NA = no aplicable; TNFRSF = superfam ilia del
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receptor del factor de necrosis tumoral; UniProt - Universal
Protein Resource

La union de OX40mAb24 a células HEK293 transfectada S
transitoriamente que expresaban NGFR, LTRR, TNFR2, GITR,
CD137 o HVEM humano se evalué mediante citometria d e flujo
tal como se describe en la Seccion 3.1.3 anterior. La
expresion en la superficie celular de NGFR, LTRR, T NFR2,
GITR, CD137 y HVEM humano se confirma utilizando an ticuerpos
comercialmente disponibles especificos para cada un a de las
proteinas de TNFRSF humanas; en la Tabla 3-3 se mue stra el
multiplo de incremento en la MFI comparado con anti cuerpos
de control del isotipo para cada una de las protein as de
TNFRSF. La union de OX40mAb24 a células HEK293 qu e
expresaban NGFR, LTRR, TNFR2, GITR, CD137 y HVEM hu mano no
estaba sustancialmente por encima de la observada p ara la
unién del anticuerpo secundario solo a esas mismas células
(Tabla 3-3, Figura 4A). En contraste, la union de OX40mAb24
a una linea de células Jurkat que sobre-expresa
constitutivamente OX40 era 48 veces mayor, por MFI media,
que la unién de anticuerpo secundario solo marcado con

fluorocromo (Tabla 3-3 y Figura 4B).

Tabla 3-3: Mdltiplo de Unién de Anticuerpos Monoclo nales
esos para TNFRSF marcados con Fluorocromo y OX40mAb 24 a
Células Hek293 que sobre-expresan TNFRSF o OX40mAb2 4a

Células Jurkat que sobre-expresan OX40.
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Comercial y
_ union a
Linea de Especifico para
0OX40mAB24
TNFRSF Células Receptor y
) . y (relacion
miembro Transferida unién de mAB )
y a anticuerpo
expresado con TNFRSF (relacion al )
) o secundario
Miembro isotipo
Aolo MFI)
Control MFI)
0OX40 Jurkat ND 48
TNFRSF16
HEK293 17 2.2
(NGFR)
TNFRSF3
HEK293 146 1.0
(LTRR)
TNFRSF1R HEK293 5.0 1.0
TNFRSF18
HEK293 37 1.1
(GITR)
TNFRSF9
HEK293 24 1.2
(CD137)
TNFRSF14
HEK293 69 1.1
(HVEM)
mADb = anticuerpo monoclonal; MFI = intensidad de
fluorescencia media; ND = no determinado; TNFRSF =
superfamilia del receptor del factor de necrosis tu moral

En un formato ELISA, la unidon de un anticuerpo que

contiene los brazos Fab de OX40mAB24, pero contenie ndo el
dominio Fc de IgGL1 tres modificaciones de aminoacid 0 (MAb29)
era especifica para OX40 (Figura 5A), no mostrando una union
especifica por encima del fondo a NGFR (TNFRSF16), LTRR
(TNFRSF3), TNFR2 (TNFRSF1R), GITR (TNFRSF18), CD137
(TNFRSF9), HVEM (TNFRSF14), DR6 (TNFRSF21), osteopr otegerina
(OPG; TNFRSF11B), RANK (TNFRSF11A), FAS (TNFRSF6) y CD40

(TNFRSF5) recombinante humano. 9B12, el anticuerpo
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monoclonal de IgGl OX40 anti-humano de ratbn que se
“humanizd” para crear OX40mAb24, demostr6 una caren cia
similar de unién a estas proteinas de TNFRSF (Figur a 5B).

3.4: Conclusiones

Union de OX40mAb24 y 9B12 a OX40 humano es especifi ca
y no reacciona de forma cruzada con proteinas de TN FRSF muy
relacionadas.

EJEMPLO 4. Capacidad de OX40mAb24 para Co-estimular

Células T CD4 + Humanas Primarias a través de OX40 In Vitro

En este ejemplo se evalud la capacidad de OX40mAb24 de
potenciar la activacion de células T en combinacion con la
activacion a través del complejo CD3/receptor de cé lulas T
(TCR), utilizando un ensayo de proliferacion de cél ulas T
CD4 humanas y de liberacion de citoquinas basado en pl aca.
También se examino la actividad de OX40mAb24 solubl e, asi
como la actividad de OX40mAb24 soluble y unido en p laca en

ausencia de la sefalizaciéon de CD3/TCR.
4.1 MATERIALES

Los materiales utilizados en este estudio se relaci onan
en la Tabla 4-1.
Tabla 4-1 Materiales
Elemento Fuente

IgG anti-humana de cabra Life Technologies,
AlexaFluor [ 647 (H+L) Carlsbad, CA
EFluord50 O de CD4 anti-humano eBioscience, San Diego, CA
Albumina de suero bovino (BSA) Sigma, Saint Louis, MO
Kit de marcado de células CFSE Life Technologies,

Carlsbad, CA
Medio RPMI completo: RPMI- 1640 | Materiales de Life
+ FBS al 10% Technologies, Carlsbad, CA
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Elemento Fuente

Placas de pocillos profundos, VWR, Radnor, PA

polipropileno, 2 ml

Kit de enriquecimiento en Stem Cell Technologies,

células TCD4 + EasySep Vancouver, BC Canada

Software FlowJo TreeStar, Ashland, OR

IgG anti-humana de cabra, Fc y- |Jackson ImmunoResearch,

especifica West Grove, PA

IgG anti-raton de cabra, Fc y- | Jackson ImmunoResearch,

especifica West Grove, PA

Suero de ternero recién nacido Life Technologies,

inactivado por calor Carlsbad, CA

IL-2, recombinante humana Preprotech, Rocky Hill, N

Leuko Pak AllCells, Alameda, CA

LSM MP Biomedicals, Santa Ana,

CA
Citometro de flujo LSR Il BD Biosciences, San Jose,

CA

Anticuerpo CD3 anti-humano de
raton clon OKT3

Biolegend, San Diego, CA

Suero de ternero recién nacido

inactivado por calor

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Placas de 96 pocillos de fondo
redondo tratadas con cultivo

no tisular

VWR, Radnor, PA

PHA-L

Roche Applied Science,
Indiandpolis, IN

Solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) pH7.2 sin calcio

ni magnesio

Life Technologies,
Carlsbad, CA
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Elemento Fuente

Software Prism , v 5.01 Graphpad Software, San

Diego, CA
Yoduro de propidio (1 mg/mL de Sigma, Saint Louis, MO
solucién)
Kit de enriquecimiento en StemCell Technologies,
células TCD4 * RosetteSep Vancouver, BC Canada
RPMI-1640 Life Technologies,

Carlsbad, CA
Matriz de deteccién Mesoscale Discovery (MSD),
multicitocinas Th1/Th2 Rockville, MD
Contador Vi-Cell Beckman Coulter,

Indianapolis, IN

Sangre completa, anticoagulada
con heparina de sodio

Medimmune Blood Donor
Program, Gaithersburg, MD

4.2 Ensayos
42.1 Bioactividad
OX40mAb24

inmovilizada en

placa de

La bioactividad de OX40mAb24 se determind midiendo

proliferacion de células T CD4

citoquina en un ensayo de captura de farmacos basad

(Figura 6).
Células T CD4

* humanas y la produccion de

* humanas enriquecidas se aislaron de

sangre entera de donantes sanos utilizando un kit d

enriquecimiento de células T CD4

el protocolo del fabricante. Los ensayos se realiza

* RosetteSep, de acuerdo con

células de cuatro donantes independientes.

Células T CD4

* se suspendieron en medio de cultivo RPMI

completo, y la concentracion de células se ajusté a

106 por mL. Se afadieron concentraciones finales de 2

de fitohemaglutinina-leucoaglutinina (PHA-L) y 20 U

oenplaca

ron con

pg/mL
I/mL de
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IL-2 humana recombinante, y las células se cultivar ona37 °C
y 5% de CO > en una incubadora de cultivo de tejidos
humidificada durante 2 dias para activar las célula sTy
supra-regular OX40.

Placas de ensayo de 96 pocillos, de fondo redondo y
tratadas con cultivo no tisular se recubrieron con 100 uL de

2 pg/mL de IgG Fc y-especifica anti-raton de cabray 2 pg/mL

de 1gG Fc y-especifica anti-humana de cabra en PBS.

Anticuerpos de captura de IgG anti-humana de cabra no se
afladieron a los pocillos destinados para el ensayo de la
actividad de OX40mAb24 soluble. Las placas se incub aron
durante la noche a 4 °C, se lavaron con 200 pyL de PBS, y se
bloquearon durante 90 minutos a 37 °C con BSA al 1% en PBS
(BSA al 1%/PBS). Las placas se lavaroncon PBSy a las placas

se afladieron 2 ng/mL de CD3 anti-humano de ratén cl on OKT3
reconstituido en BSA al 1%/PBS durante 90 minutos a 37 °C.
Las placas se lavaron con PBS para separar OKT3 no unido,
OX40mAb24, mAb control de IgG1 humana R347, 9B12 y mADb
control de I1gGl de ratén clon MOPC-21, cada uno se

reconstituyé en BSA al 1%/PBS partiendo de 0.918 ug /mL (3.0
nM) y se diluyeron en serie a lo largo de una serie de
dilucion triple y luego se afiadieron a placas de en sayoy se
incubaron durante 90 minutos a 37 °C.

Células T CD4 + humanas primarias activadas se

recogieron, lavaronen medio RPMIcompletoylacon centracion
se ajusto a 1.0 x 10 6 células viables/mL. Las células se

marcaron con éster succinimidilico de carboxifluore sceina
(CFSE), de acuerdo con las instrucciones del fabric ante, con
la excepcion de utilizar CFSE 1.25 uM en oposicion alos 5

UM recomendados con una incubacion de 10 minutos a 37°C.
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Después del marcaje, las células se suspendieron en medio
RPMI completo y la concentracion se ajustd a 0.5 x 106 por
mL. Las placas se lavaron con PBS y 200 uL de célul asTCD4 +
(100.000/pocillo) se afadieron a cada uno de los po cillos.
Para los pocillos que contenian OX40mAb24 soluble, OX40mAb24
se diluyd en medio RPMI completo a las concentracio nes
finales mas altas utilizadas para OX40mAb24 unido a placa.

Las células en la placa se sedimentaron mediante

centrifugacion a 380 x g y se incubaron a 37 °C durante 3
dias. Después de un tiempo de incubacion de 72 hora S, se
separaron 40 pL de sobrenadante de cultivo celular para la
medicion de la liberacidén de citoquinas. Las célula sTCD4 +
se sedimentaron y se lavaron una vez con PBS que co ntenia
FBS al 2% (tampon FACS). Las células se suspendiero n en

mezcla de unibn que contenia anticuerpo marcado con

eFluor450 ©CD4 anti-humano paralaidentificaciéonde células

T CD4+ y yoduro de propidio (PI) para la discriminacién d e
células vivas/no viables, y se incubaron durante 30 minutos.
Después de la incubacién, las células se lavaron en tampon
FACS, se re-suspendieron en tampon FACS y se analiz aron
mediante citometria de flujo utilizando un citometr odeflujo
LSRIl y software FlowJo para el andlisis de los dat 0S

formateados por citometria de flujo estandar (FCS).
Para analizar la proliferacion de células T, se

sincronizaron eventos vivos (Pl negativos) utilizan do el
software FlowJo, y el porcentaje de células sincron izadas
con CD4 que muestra la dilucion de CFSE se determin 0 como

una medida del porcentaje de células sometidas a
proliferacion.
Para analizar la liberacion de  citoquinas,

sobrenadantes del cultivo celular obtenidos después de 72
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horas de cultivo se midieron para el contenido en ¢ itoquinas
utilizando un kit de andlisis de citoquinas Th1/Th2 humanas
10-plexo de MesoScale Discovery (Gaithersburg, MD) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Este kit e mplea un

método de deteccion electroquimico para medir
cuantitativamente las siguientes citoquinas humanas - IFEN vy,
IL-2, IL4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-13 e IL -1R.

Se utiliz6 GraphPad Prism version 5.01 para Windows :
GraphPad  Software, San Diego California  EE.UU.,

www.graphpad.com, para representar el log de Ia

concentracion de mAb frente a los valores de prolif eracion
o liberacion de citoquinas. Las concentraciones efe ctivas
que resultan en valores de un efecto maximo del 20% , 50% y
90% (CE 20, CE 50 y CE ¢0) para la bioactividad de OX40mAb24 se

calcularon para las curvas de bioactividad dosis-re spuesta

sigmoidales utilizando la funcion ECAnything.
4.3 RESULTADOS

En la Figura 7A-C y la Figura 8A-E se muestran dato sde
proliferacion de cada uno de los cuatro donantes y datos de
liberacién de citoquina de un donante. Los valores de

potenciade CE 20, CE 50y CE oo para la proliferacion de células

T CD4+* se muestran en la Tabla 4-2; los valores de potenc ia
para los ensayos de liberacion de citoquinas de cél ulas T
CD4 primariashumanasenlaTabla4-3alaTabla4-7; valores
de proliferacion media y de liberacion de citoquina S para
OX40mAb24 y 9B12 se muestran en la Tabla4-8yla T abla 4-
9, respectivamente.

Proliferacion co-estimulada por OX40mAb24 de célula sT
CD4 primarias humanas (n=4) de una manera dependiente de la
concentracion con valores CE 20, CE 50y CE o0 de 21,28y 72 pM,

respectivamente. Proliferacion co-estimulada por 9B 12 de
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células TCD4 *con valores CE 20, CE 50y CE 90 de 106, 218y 622

pM. Por lo tanto, la relacion de las concentracione sde9B12
a OX40mAb24 requeridas para inducir un 50% de respu esta
proliferativa maxima era 8 a 1 (Tabla 4-2).

Células T CD4 + primarias humanas co-estimuladas con

OX40mAb24 y 9B12 para liberar citoquinas (n=4). Los valores
mediosde CE 20, CE 50y CE g0 eran menos potentes que los valores
para la proliferacion, y se resumen en la Tabla 4-8 y la
Tabla 4-9. No se pudo realizar un analisis de regre sion no
lineal para los resultados del ensayo IL-2, IL-4, | L-8, IL-
12 p70 e IL-11 para los dos mAbs, debido a curvas d e dosis-
respuesta sigmoidales malamente formadas o no exist entes.
Tabla 4-2 Valores medios de CE 20, CE 50 y CE g0 para OX40mAb24
y 9B12 en el Ensayo de Proliferacion de células T C D4+

Humanas Primarias

' Actividad
NUmero | Anticuerp CEo Cko | Cho . .
Activida en ausencia
de o] (95% | (95% | (95% g g
e
donant | Monoclona | ClI), Cl), Ch, . y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
32 38 71 N
0
367 OX40mAb24 | (22, (20, (17, Ninguno
Testado
46) 72) 29)
33 51 128 N
0
661 OX40mAb24 | (28, (33, (96, Ninguno
Testado
39) 77) 172)
35
7.5 8.3 (71
645 OX40mAb24 | (2.7, (2.8, ' Ninguno No Testado
21 25 ’
) ) 173)
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) _ Actividad
NUmero | Anticuerp CEo Chko | Cho . .
Activida en ausencia
de o] (95% | (95% | (95% g g
e
donant | Monoclona | CI), C), Ch, ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
9.6 16 54
651 OX40mAb24 | (6.3, (9.1, (30, Ninguno No Testado
15) 26) 99)
Media
(Error
Tipico 21 28 72
0OX40mAb24
de la (6.9) (9.8) (20)
Media)
, PM
99.8 156 337
(80.0 |(90.2 | (214 No
367 9B12 No Testado
; : , Testado
125) 269) | 530)
535
128 237
(464 No
661 9B12 (113, (164, No Testado
, Testado
144) | 342)
617)
686
77.5 169
(152
(30.2 | (67.0 No
645 9B12 , No Testado
; , Testado
3080
199) 425) )
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) _ Actividad
NUmero | Anticuerp CEo Chko | Cho . .
Activida en ausencia
de o] (95% | (95% | (95% g g
e
donant | Monoclona | CI), C), Ch, ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
929
118
309 | (511
(80.8 No
651 9B12 (201, , No Testado
; Testado
475) | 1690
173)
)
Media
(Error
. 106 218 622
Tipico
9B12 (11.1 | (35.2 | (125
de la ) ) )
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE

eficaz semi-méaxima; CE

50 = concentracion

90 = concentracion eficaz que resulta

en un 90% de efecto maximo; TCR = receptor de célul

Tabla 4-3: Valores medios de CE
Inducido por OX40mAb24 o0 9B12 en el Ensayo de Bioac

de células T CD4

asT.

20, CE 50 y CE 9o paralFN 'y

* Humanas Primarias

tividad
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
38.6 57.2 106
(21.3 | (31.2 |(34.6 No _
367 OX40mAb24 Ninguno
, , : Testado
70.0) 105) 328)
No _
661 OX40mAb24 ND ND ND Ninguno
Testado
32.1 58.2 150
(20.8 | (42.0 |(77.6 )
645 OX40mAb24 Ninguno No Testado
49.7) | 80.8) 289)
47.5 77.4 168
(245 | (514 | (86.7 )
651 OX40mAb24 Ninguno No Testado
91.8) 116) 324)
Media
(Error
. 394 64.3 141
Tipico
OX40mAb24| (4.46 | (6.57 | (18.4
de la ) ) )
Media)
, PM
No
367 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
No
661 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
16300
2380
706 (5480
(1420 No
645 9B12 (518, : No Testado
, Testado
963) 48300
3970)
)
344 758 2660 N
o]
651 9B12 (274, | (639, | (780, No Testado
Testado
430) 900) | 3990)
Media
(Error
. 9480
Tipico 525 1570
9B12 (5569
de la (148) | (662) )
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE

eficaz semi-méaxima; CE

50 = concentracion

90 = concentracion eficaz que resulta

en un 90% de efecto maximo; TCR = receptor de célul
Tabla 4-4: Valores medios de CE
Inducido por OX40mAb24 o0 9B12 en el Ensayo de Bioac

de células T CD4

asT.

20, CE 50 Yy CE g0 para TNF «

* Humanas Primarias

tividad
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
No .
367 OX40mAb24 ND ND ND Ninguno
Testado
No .
661 OX40mAb24 ND ND ND Ninguno
Testado
37.6 54.1 96.2
(225 |(29.1 | (26.7 )
645 OX40mAb24 Ninguno No Testado
62.7) 101) 347)
651 OX40mAb24 ND ND ND | Ninguno No Testado
Media
(Error
Tipico
OX40mAb24| ND ND ND
de la
Media)
, PM
No
367 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
No
661 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
1800
306 670
(1100 No
645 9B12 (258, | (527, No Testado
: Testado
503) 853)
2920)
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), . y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
2260
388 764
(1500 No
651 9B12 (300, | (640, No Testado
: Testado
502) 919)
3410)
Media
(Error
_ 347 717
Tipico 2030
9B12 (335 [ (384
de la ) ) (188)
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE 50 = concentracion

eficaz semi-maxima; CE 90 = concentracion eficaz que resulta
en un 90% de efecto maximo; ND = no determinado deb ido aun
deficiente ajuste de la curva (CE 20, CE 50, CE 90) O carencia de
valores suficientes para determinar la media y el e rror
tipico de la media; TCR = receptor de células T.
Tabla 4-5: Valores medios de CE 20, CE 50y CE gopara IL10
Inducida por OX40mAb24 o0 9B12 en el Ensayo de Bioac tividad

de células T CD4 * Humanas Primarias
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
41.6 59.5 105
(17.8 | (254 | (25.0 No _
367 OX40mAb24 Ninguno
, , : Testado
97.0) 139) 440)
63.5 89.5 154
(29.6 | (64.2 |(93.3 No _
661 OX40mAb24 Ninguno
, , : Testado
136) 125) 255)
645 OX40mAb24 ND ND ND | Ninguno No Testado
53.0 86.4
188
(31.0 | (65.0 )
651 OX40mAb24 (110, Ninguno No Testado
’ ’ 321)
90.6) 115)
Media
(Error
o 52.7 | 78.5 149
Tipico
OX40mAb24| (6.32 | (9.53 | (24.1
de la ) ) )
Media)
, PM
130
198 385
(83.3 No
367 9B12 (139, | (224, No Testado
, Testado
284) 662)
204)
No
661 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), . y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
4630
528 1220 | (2050 N
o]
645 9B12 (363, | (858, : No Testado
Testado
767) | 1740) | 10400
)
2320
405 796
(1440 No
651 9B12 (300, | (649, No Testado
: Testado
547) 976)
3730)
Media
(Error
o 2445
Tipico 354 738
9B12 (1227
de la (118) | (296) )
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE

eficaz semi-méaxima; CE

50 = concentracion

90 = concentracion eficaz que resulta

en un 90% de efecto maximo; ND = no determinado deb

deficiente ajuste de la curva (CE

ido a un

20, CE s0, CE 90) 0 carencia de

valores suficientes para determinar la media y el e

tipico de la media; TCR = receptor de células T.
Tabla 4-6: Valores medios de CE20, CE50 y CE90 para
Inducida por OX40mAb24 o0 9B12 en el Ensayo de Bioac

de células T CD4

* Humanas Primarias

rror

IL13
tividad
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Actividad
NuUmero | Anticuer Cko Chko . en
Cko |Activida .
de po (95% | (95% ausencia
(95% d
donant | Monoclon | CI), Cl), de
Cl), pM soluble ) ]
e al pM pM estimulaci
6n por TCR
OX40mAb2 No )
367 ND ND ND Ninguno
4 Testado
OX40mAb2 No )
661 ND ND ND Ninguno
4 Testado
44.7 73.8
163
OX40mAb2| (26.5 | (52.2 _
645 4 (93.3, Ninguno INo Testado
’ ’ 286)
75.5) 104)
36.2 65.0
164
OX40mAb2| (24.9 | (49.6 _
651 4 (99.2, Ninguno INo Testado
’ ’ 273)
52.7) |85.3)
Media
(Error
. 40.5 69.4
Tipico OX40mAb2 164
(4.25 | (4.40
de la 4 ) ) (0.50
Media)
, PM
No
367 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
154 238 472 N
o]
661 9B12 (841, | (166, (278, No Testado
Testado
283) | 341) 800)
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Actividad
NuUmero | Anticuer Cko Chko . en
Cko |Activida .
de po (95% | (95% ausencia
(95% d
donant | Monoclon | CI), Cl), de
Cl), pM soluble . .
e al pM pM estimulaci
6n por TCR
5450 6930
1100
(1060 | (4310, No
645 9B12 (413, No Testado
: 1110000 | Testado
2910)
2800) )
495 1770 13400 N
0
651 9B12 (324, | (896, (2980, No Testado
Testado
756) | 3510) | 60400)
Media
(Error
o 2486
Tipico 583 6930
9B12 (1550
de la (277) ) (3730)
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE

eficaz semi-méaxima; CE

50 = concentracion

en un 90% de efecto maximo; ND = no determinado deb

deficiente ajuste de la curva (CE

90 = concentracion eficaz que resulta

ido a un

20, CE s0, CE 90) 0 carencia de

valores suficientes para determinar la media y el e

tipico de la media; TCR = receptor de células T.
Tabla 4-7: Valores medios de CE
Inducida por OX40mAb24 o 9B12 en el Ensayo de Bioac

de células T CD4

rror

20, CE 50y CE gopara IL5

* Humanas Primarias

tividad
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), ] y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
33.2 46.7 79.8
(21.2 | (24.7 |(12.3 No _
367 OX40mAb24 Ninguno
, , : Testado
52.1) | 88.0) 519)
43.4 69.0 144
(27.6 | (49.7 | (86.8 No _
661 OX40mAb24 Ninguno
, , : Testado
68.4) | 95.7) 238)
645 OX40mAb24 ND ND ND | Ninguno No Testado
56.2 95.9
224
(35.5 |(76.1 )
651 OX40mAb24 (128, Ninguno No Testado
’ ’ 391)
88.9) 121)
Media
(Error
_ 443 | 705 149
Tipico
OX40mAb24| (6.65 | (14.2 | (41.7
de la ) ) )
Media)
, PM
No
367 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
No
661 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
No
645 9B12 ND ND ND No Testado
Testado
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i _ Actividad
Numero | Anticuerp CEo Chso Cho . .
Activida en ausencia
de 0 (95% | (95% | (95% q g
e
donant | Monoclona | CI), Ch, C), . y
soluble estimulacio
e I pM pM pM
n por TCR
4870
423 1090 | (1900 N
o]
651 9B12 (285, | (742, : No Testado
Testado
627) | 1600) | 12500
)
Media
(Error
Tipico
9B12 ND ND ND
de la
Media)
, PM

Cl=intervalo de confianza; CE

20 = concentracion eficaz

que resulta en un 20% de efecto maximo; CE 50 = concentracion

eficaz semi-maxima; CE 90 = concentracion eficaz que resulta
en un 90% de efecto maximo; ND = no determinado deb ido aun
deficiente ajuste de la curva (CE 20, CE 50, CE 90) 0 carencia de
valores suficientes para determinar la media y el e rror
tipico de la media; TCR = receptor de células T.
Tabla 4-8: Sumario de los Valores medios de CE 20, CE 50y CE 90
para la Proliferacion y Liberacion de Citoquinas pa ra

OX40mAb24
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Lectura de la CExo CEso CEg
Bioactividad (ErrTip), pM (ErrTip), pM (ErrTip), pM
Proliferacion

de células T 21 (6.9) 28 (98) 72 (20)

CD4

Liberacion de

39.4 (4.46)  64.3(6.57) 141 (18.4)
IFNy
Liberacion de
ND ND ND

TNFa

IL10 52.7 (6.32)  78.5(9.53) 149 (24[1)

IL13 40.5 (4.25)  69.4 (4.40) 164 (0.50)

IL5 44.3(6.65)  70.5 (14.2) 149 (41]7)

CEo = concentracion eficaz que resulta en un 20% de

efecto maximo; CE 5o = concentracion eficaz semi-maxima; CE 90
=concentracion eficaz que resulta en un 90% de efe cto maximo;
ND = no determinado debido a un insuficiente valor n para
calcular una media y el error tipico de la media; E rrTip =

error tipico de la media.

Tabla 4-9: Sumario de los Valores medios de CE

20, CE 50 Yy CE 90

para la Proliferacion y Liberacion de Citoquinas pa ra 9B12
Lectura de la CE2o CEso CEgo
Bioactividad (ErrTip), pM (ErrTip), pM (ErrTip), pM
Proliferacion
de células T 106 (11.1) 218 (35.2) 622((125)
CD4
Liberacion de
525 (148) 1570 (662) 9480 (5569)
IFNy
Liberacion de
347 (33.5) 717 (38.4) 2030 (188)
TNFo
IL10 354 (118) 738 (296) 2445(1227)
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Lectura de la CExo CEso CEoo
Bioactividad (ErrTip), pM (ErrTip), pM (ErrTip), pM
IL13 583 (277) 2486 (1547) 6934 (3732)
ILS ND ND ND
CEo = concentracion eficaz que resulta en un 20% de
efecto maximo; CE 5o = concentracion eficaz semi-maxima; CE 90
=concentracion eficaz que resulta en un 90% de efe cto maximo;
ND = no determinado debido a un insuficiente valor n para
calcular una media y el error tipico de la media; E rrTip =
error tipico de la media.
Sedetermindlaactividad de OX40mAb24 soluble, no unido
a placa. OX40mAb24 soluble no inducia una prolifera cion de

células T CD4

humanas primarias (Figura 7A-C) ni la

liberacion de citoquinas (Figura 8A-E) por encima d

niveles observados para el anticuerpo anti-CD3 solo

presencia de mAb control IgG1 humano R347. EI anti

anti-CD3 solo unido a placa producia un nivel de mi

moderado de proliferacion y liberacion de citoquina

carencia de actividad demostrada aqui por parte de

soluble estad en concordancia con la ausencia de act

observada para OX40mAb24 soluble sin reticulacion b

células en un ensayo de bioactividad de 2 células q

la sefalizacion de NF

e los

0 en

cuerpo

nimo a

s. La
OX40mAb24

ividad

asada en

ue media

KB mediada por OX40 (véase el Ejemplo

5 gue figura mas adelante).

De igual manera, OX40mAb24,

superficie de la placa o afiadido como una proteina

soluble, en ausencia de una sefial de anticuerpo ant

sub-mitogénico inducia de poca a ninguna proliferac

células T CD4
(Figura 8A-E).

Estos resultados demuestran que,

estudio, OX40mAb24 no tiene actividad en células T

inmovilizado sobre la

no unida
i-CD3

i6n de

* (Figura 7A-C) o la liberacion de citoquinas

en este
CD4
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humanas primarias en ausencia de un ligamiento CD3/ TCR
simultaneo.
4.4 Conclusiones

OX40mAB24 inducia la proliferacion y liberacion de

citoquinas de células T CD4 * humanas primarias de una manera
dependiente de la dosis, similar a la del anticuerp o del que
se inmunizé 9B12 (Figura 8A-E y Figura 9A-E). OX40m AB24
demostré actividad como una proteina unida a placa pero no
como una soluble. Ademas, la actividad de OX40mAb24 se
produciade forma concurrente con la sefializaciéond e CD3/TCR.

EJEMPLO 5: Determinacion de la Actividad In Vitro de
OX40mAb24 en Ensayos de Bioactividad Basados en 2 ¢ élulas
Utilizando células T Informadoras NF KB-luciferasa Jurkat

En este ejemplo se evalud la capacidad de OX40mAb24 y
9B12 de sefializar através de OX40 humano, utilizan doensayos
de bioactividad informadora de dos células La medic ion de la
activacion de células T a través de la co-estimulac ion de
OX40 se consiguié utilizando una linea informadora de

células T NF  kB-luciferasa Jurkat que sobre-expresa OX40 que

produce luciferasa en respuesta a la estimulacion d e la via

de sefializacién de NF KB (Figura 10). Se ha informado que la
sefalizacion de NF KB se produce aguas abajo de la aplicacién

de OX40 y puede correlacionarse con otras medidas d e la
activacion de células T tales como la proliferacion y
liberacion de citoquinas (Croft M, et al ., Immunol Rev.
229:173-91 (2009)). La cantidad de luciferasa y, por lo
tanto, la activacion de células T, se midio afadien do un
sustrato de luciferasa a lisados de células y midie ndo la
luz emitida por el producto de reaccion utilizando un

luminébmetro. Se midi6 la bioactividad de 0OX40mAb24

reticulada utilizando células modificadas para expr esar
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diferentes complementos de receptor Fc

soluble, no reticulado con Fc

5.1 Materiales

-171 -

VR.

PCT/US2015/054490

y, asi como OX40mAb24

Los materiales utilizados en este estudio se relaci onan
en la Tabla 5-1.
Tabla 5-1: Materiales
Elemento Fuente

Microperlas de linfocitos
CD45*

Miltenyi, San Diego, CA

Colagenasa lll

Worthington Biochemical

Corporation, Lakewood, NJ

DNAsa |, de pancreas

bovino

Sigma, Saint Louis, MO

EDTA, 0 5M pH 8.0

Lifg Technologies, Carlsbad,
CA

Lector de luminiscencia

Envision

Perkin Elmer, Waltham, MA

Suero de ternero recién

Life Technologies, Carlsbad,

nacido (FBS) inactivado CA
por calor
Columna LS Miltenyi, San Diego, CA

Tampon MACS: PBS + BSA al
0.5% + EDTA 2 mM

Materiales de Life

Technologies, Carlsbad, CA

Placas de 96 pocillos de
fondo redondo no tratadas
conTC

VWR, Radnor, PA

Software Prism v5.01

GraphPad, San Diego, CA

Disolucion de Ensayo de

Luciferasa Steady-Glo

Promega, Madison, WI
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Elemento Fuente

Contador ViCell Beckman Coulter, Indianapolis,
IN

5.2 Ensayo de Bioactividad de Dos células
5.2.1 Aislamiento de células CD45 * Humanas Primarias
Células CD45 + humanas primarias se aislaron de tumores

humanos. Muestras de los tumores se retiraron de lo s medios
de transporte y se colocaron en placas de Petri est ériles.
Se afiadio Solucion Salina Tamponada de Hank y se di seccion6
de la muestra de tumor tejido necrotico visible y ¢ ualquier
tejido normal. El tejido se desmenuzd en pequefios trozos
(~1 mm) y se colocé en un tubo cénico de 50 mL,y s e ahadio
unamezclade enzimas Colagenasallll (250 Ul/mL de colagenasa

1, CaCl 2 3 mM, 315 pg/mL de DNAasa 1), se mezclo e incubo.

La muestra digerida se filtr6 a través de un filtro de 70
micras y se lavo con tampon MACS. Las células disoc iadas se
sedimentaron y se determinaron el nimero de células y la
viabilidad utilizando un contador ViCell. Las célul as se
suspendieron en tampon MACS con microperlas CD45 vy se
incubaronen hielo. Las células se lavaronyre-su spendieron
en tampon MACS para la seleccion positiva de célula s CD45 +
utilizando una columna LS. Las células CD45 * unidas a las
perlas se eluyeron separando la columna del imany afiadiendo
tampon MACS a la columna. Las células se sedimentar ony se
re-suspendieron en medio RPMI completo y se utiliza ron en

ensayos de bioactividad tal como se describe arriba
5.2.2 Protocolo del Ensayo

OX40mAb24 y 9B12 se sometieron a ensayo en cuanto a la
bioactividad utilizando un ensayo de bioactividad d e 2
células. El clon 64 informador de NF KB-luciferasa Jurkat que

sobre-expresa OX40 humano (informador Jurkat OX40) se
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utilizé para medir el agonismo de OX40 (actividad d e NF kB).
Se utilizé una segunda linea celular que expresa Fc YR para
mediar en la reticulacion de OX40mAb24 que agrupa y activa
OX40 en las células informadoras Jurkat de OX40 (Fi gura 10).
Las lineas celulares que expresan Fc yR utilizadas para
reticular incluian la linea de linfoma de células B humana
Raji, HEK293 que expresan CD32A, HEK293 que expresa n CD32B
0 células inmunes CD45 * aisladas de tumores humanos
primarios.

Para determinar la actividad soluble de OX40mAb24 s e
realizaron también ensayos de bioactividad utilizan do
células HEK293 parentales, que son Fc YR nulas y, por lo
tanto, son incapaces de reticular OX40mAb24, o en a usencia

de células reticulantes en total.

Antes del uso, células informadoras Jurkat de OX40 se
cultivaron en medio RPMI completo en una incubadora de
cultivos de tejidos a una densidad de 0.5-1.5 x 10 6 por mL.
Se hicieron pasar las células el dia antes del bioe nsayo a
una densidad final de 10 6 células por mL.

Células informadoras Jurkat de OX40, lineas celular es

que expresan Fc YR, o células parentales HEK se recogieron y

se sedimentaron. Para aislar células CD45 * de tumores
humanos primarios y tejidos adyacentes normales, lo stejidos
se disociaron y las células CD45 * se aislaron y re-
suspendieron en medio RPMI completo para uso en ens ayos de

bioactividad, tal como se describe mas adelante.

OX40mAb24, 9B12 y diversos anticuerpos control se
diluyeron en serie 3 veces en medio RPMI completo.

Células informadoras Jurkat de OX40 mas ceélulas que
expresan Fc YR, o células parentales HEK, se afiadieron a una

placa de 96 pocillos a razon de 100.000 células por pocillo.
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OX40mAb24, 9B12 o anticuerpos control se afiadieron

en una serie de dilucién con una concentracién de p

10 pg/mL, y se incubaron a 37
de tejidos.

Después de un tiempo de incubacion de 16-24 horas,
afadieron a cada uno de los pocillos 100 uL de diso
ensayo de luciferasa reconstituida Steady-Glo (Prom
Madison, WI) y se mezclaron para lisar las células
se incubaron para equilibrar la sefal de luciferasa
lisado Steady-Glo/muestra (150 pL) se transfirio de
de los pocillos a una placa de ensayo de paredes bl
96 pocillos, para la deteccion y la lectura de lumi
utilizando un lector de luminiscencia Envision de P
Elmer.

Se utiliz6 GraphPad Prism versién 5.01 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA), para representa
concentracion de OX40mAb24, 9B12, IgG1 humana R347,
MOPC-21 de IgG1l de raton (el eje x es el log 10 de
concentracion de proteinas) frente a la luminiscenc
(ejey). Los valores de CE
se determinaron utilizando ECAnything (ECf) para f=
y f=90 de curvas de bioactividad de dosis-respuesta
sigmoidales (pendiente variable)).

5.3 Resultados de Ensayos de Bioactividad de 2 célu

Los resultados para la bioactividad de OX40mAb24 y

anticuerpos control se muestran en la Figura 11A-D,
12A-D y Tabla 5-2.

En presencia de una linea celular que expresa Fc

Ej., , HEK293 que expresa CD32A, HEK293 que expresa CD32

células B Raji o células CD45

primarios), OX40mAb24 demostré una potente estimula
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tal como se mide por la activacion de la NF

de un segundo tipo de célula o en presencia de célu

que carecen de Fc
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KB Jurkat que sobre-expresan OX40,

KB. En ausencia

exhibia una actividad informadora minima Figura 11A

Se resumen los valores de potencia (CE

las HEK293

yRs expresados exdgenamente, OX40mAb24

D).

20, CE 50, Yy CE 90)

para los bioensayos de dos células en la Tabla 5-2. Los
valores medios de CE 20, CE 50 y CE 90 a lo largo de todos los
ensayos eran 228, 751 y 5630 pM, respectivamente.

Los resultados para la bioactividad de 9B12 vy
anticuerpos control se muestran en la Figura 12A-D, y los
valores de potencia se recumen en la Tabla 5-3. Los valores
medios de CE 20, CE 50 Yy CE 90 a lo largo de todos los ensayos
eran 519, 2530y 41100 pM, respectivamente. Por lo tanto, se
calculd que la relacién de bioactividad de 2 célula S (CE =0)
para 9B12 con respecto a la de OX40mAb24 era 3.4 a 1.

Tabla 5-2: Bioactividad de dos células de OX40mAb24
Célula que
NUmero de CEo (95% Chko (95% CEoo (95%
expresa
experimento Cl) pM Cl) pM Cl) pM
FCyR *
1140 9850
. 298 (236,
1 Raji (982, (6500,
378)
1340) 14300)
HEK que 104 4250
437 (370,
2 expresa (78.8, 517) (2900,
CD32A 138) 6240)
HEK que 100 2060
322 (281,
3 expresa (79.5, 370) (1530,
CD32A 126) 2780)
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Célula que
NUmero de CEo (95% Cho (95% CEoo (95%
expresa
experimento Cl) pM Cl) pM Cl) pM
FCcyR *
1040 5930
. 350 (259,
4 Raji (855, (3740,
467)
1270) 9400)
HEK que 90.6 1520
270 (242,
5 expresa (75.4, 301) (1200,
CD32B 109) 1920)
8410
. 180 (109, 796 (577,
6 Raji (3820,
296) 1100)
18500)
HEK que 5730
280 (198, 899 (710,
7 expresa (3290,
394) 1140)
CD32B 9970)
HEK que 3510
237 (196, 671 (592,
8 expresa (2630,
286) 762)
CD32B 4670)
1320 3820
. 676 (443,
9 Raji (970, (2000,
1030)
1800) 7320)
1260 12500
B 297 (127,
10 Raji (666, (2570,
694)
2390) 60500)
HEK que 8540
144 (113, 700 (598,
11 expresa (5770,
184) 818)
CD32B 12600)
Células 33.6 81.6
334 (236,
12 CD45, (24.7, (68.5, 471)
NSCLC 45.8) 97.3)
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Célula que
NUmero de CEo (95% Cho (95% CEoo (95%
expresa
experimento Cl) pM Cl) pM Cl) pM
FCcyR *
] 92.2 2630
Células 337 (296,
13 (75.4, (1940,
CD45, RCC 383)
113) 3550)
Células 4700
247 (207, 772 (688,
14 CD45, (3600,
295) 867)
NSCLC 6140)
) 1410 12700
Células 351 (155,
15 (782, (2960,
CD45, RCC 798)
2530) 54500)
HEK que 3720
166 (145, 553 (507,
16 expresa (3060,
191) 603)
CD32A 4530)
Media
(Error 228
o 751 (101) 5630 (937)
Tipico de (38.9)
la Media)
NSCLC = cancer de pulmén de células no pequefias; RC C=

carcinoma de células renales

* Tal como se indica, los ensayos utilizaban Raiji,
células HEK293 que expresan CD32A, células HEK293 q

expresan CD32B o células CD45

tumores humanos primarios con células informadoras

64 de NF kB-luciferasa Jurkat que sobre-expresan OX40.

+ aisladas de muestras de

del clon

ue




10

15

20

25

30

WO 2016/057667

-178 -

PCT/US2015/054490

Tabla 5-3: Bioactividad de dos células de 9B12

Célula que
Numero de
. expresa CEo pM CE 50 pM CE 90 pM
experimento
FCcyR *
1110 9280 267000
1 Raji (791, (4460, (57900,
1570) 19300) 1230000)
HEK que 74.1 3760
338 (279,
2 expresa (53.0, 410) (2440,
CD32A 104) 5790)
HEK que 66.7
225 (175, 1550 (914,
3 expresa (43.3,
289) 2630)
CD32A 103)
1040 5040 61200
4 Raji (834, (3880, (32200,
1300) 6550) 116000)
HEK que 3950
249 (206, 726 (641,
5 expresa (2980,
303) 823)
CD32B 5240)
2700 33700
B 548 (408,
6 Raji (2070, (17000,
736)
3620) 66700)
HEK que 1770 10200
585 (520,
7 expresa 658) (1620, (8280,
CD32B 1930) 12500)
HEK que 1340 6050
518 (449,
8 expresa 508) (1210, (4800,
CD32B 1480) 7630)
3070 22600
B 872 (504,
9 Raji (1910, (7000,
1510)
4950) 73100)
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Célula que
Numero de
. expresa CEo pM CE 50 pM CE 90 pM
experimento
FCcyR *
3330 54400
. 571 (212,
10 Raji (1080, (3400,
1540)
10200) 872000)
HEK que 2360 18200
650 (458,
11 expresa 923) (1790, (9200,
CD32B 3100) 36000)
Células 104
223 (185, 741 (501,
12 CD45, (76.3,
269) 1100)
NSCLC 143)
Células
13 ND ND ND
CD45, RCC
Células
14 CD45, ND ND ND
NSCLC
) 2420 50500
Células 356 (132,
15 (938, (4140,
CD45, RCC 964)
6250) 616000)
Media
(Error 519 2530 41100
Tipico de (96.2) (687) (19700)
la Media)
ND =no determinado; NSCLC =céancer de pulmén de cé lulas
no pequefias; RCC = carcinoma de células renales
* Tal como se indica, los ensayos utilizaban Raiji,
células HEK293 que expresan CD32A, células HEK293 q ue

expresan CD32B o células CD45

tumores humanos primarios con células informadoras

64 de NF kB-luciferasa Jurkat que sobre-expresan OX40.

+ aisladas de muestras de

del clon
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5-4: Conclusiones

OX40mAb24 y 9B12 median en la activacion de células T
humanas segun se mide por la estimulacion de la via de NF kB
enlalineade célulasinformadoras de NF kB-luciferasa Jurkat
que sobre-expresan OX40. En ausencia de células que expresan
FcyRs capaces de reticular a través de los dominios Fc de
OX40mAb24, se midido una actividad minima de la line a de
células informadora. Sin embargo, en un sistema de 2 células
que comprenden células que expresan Fc YR que son capaces de
reticular el mAb y unalinea de células informadora sdeNF kB-
luciferasa que sobre-expresan Jurkat para la lectur ade la
activacion de células T, OX40mAb24 y 9B12 mediaron en una
potente activacién de OX40 con valores CE 50 de 751 pM y 2530
pM, respectivamente. Por lo tanto, la bioactividad de
OX40mAb24 en el sistema de ensayo de 2 células era similar
ala de 9B12.

EJEMPLO 6: Capacidad de OX40mAb24 de Desencadenar | a
Funcion Efectora

En este ejemplo, OX40mAb24 se evalud con respecto a su
capacidad de desencadenar la funcion efectora de Fc ,asaber,
la capacidad de OX40mAb24 de desencadenar una citot oxicidad
celular dependiente del anticuerpo (ADCC) mediada p or
células asesinas naturales (NK) contracélulas T CD 4+ humanas
primarias que expresan altos niveles de OX40, o de unirse a
Clg, un requisito previo para la citotoxicidad celu lar
dependiente del complemento (CDC) por la via clasic a del
complemento. Versiones de OX40mAb24 que contienen u n dominio
Fc de IgG4P humano (mAb28) o una mutacion triple en el
dominio Fc de IgG1 que reduce la union de Fc v Rllla (mAb29)
se utilizaron para evaluar la contribucion del domi nio Fc de

IgG1 de OX40mAb24 para mediar en la actividad de AD CC.



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 -181 - PCT/US2015/054490
También, las funciones efectoras de OX40mAb24 se co mpararon
con las de 9B12, un anticuerpo monoclonal IgG1 OX40 anti-
humano de ratdn que se humanizé para crear OX40mAb2 4. El
anticuerpo dirigido contra CD20 rituximab se une a células
B que expresan CD20 y se utilizO como un control po sitivo
para los experimentos de ADCC Dado que las células T CD4+
humanas activadas primarias no expresan CD20, se re alizé un
ensayo separado utilizando la linea celular Toledo B, que
expresa CD20, para validar la actividad de células NK
utilizadas en el sistema de ensayo ADCC.

6.1 MATERIALES
Los materiales utilizados en este estudio se relaci onan
en la Tabla 7-1.
Tabla 6-1: Materiales

Elemento Fuente

Proteina C1q del complemento Ebioscience, San Diego , CA

Medio RPMI completo: RPMI- Materiales de Life

1640 + FBS al 10% Technologies, Carlsbad, CA

Medio DM-L Stem Cell Technologies,

Vancouver, BC Canada

Chip biosensor GLC Bio-

Rad, Hercules, CA

Software FlowJo FlowJo, Ashland, OR

IL-2, recombinante humana Preprotech, Rocky Hill, N J

Citémetro de flujo LSR II BD Biosciences, San Jose, CA

Software Prism , v 5.01 Graphpad Software, San
Diego, CA

Yoduro de propidio (1 mg/mL

de solucion)

Sigma, Saint Louis, MO

Software ProteOn Manager 2.1 Bio-Ra

ad, Hercules, CA

Instrumento ProteOn XPR36 Bio-H

Rad, Hercules, CA
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Kit de enriquecimiento de Stem Cell Technologies,

células T CD4 RosetteSep Vancouver, BC Canada

Enriquecimiento de células NK Stem Cell Technologies,

humanas RosetteSep Vancouver, BC Canada

Contador ViCell Beckman Coulter,
Indianapolis, IN

Disoluci 6n de marcaje de Life Technologies,

células Vybrant Dio Carlsbad, CA

Sangre entera, anticoagulada Medlmmune Blood Donor

con heparina de sodio Program, Gaithersburg, MD

6.2 Ensayos

6.2.1 Citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos

Se testo la actividad ADCC de OX40mAb24 con relacio na
la 9B12 y anticuerpos monoclonales que contienen lo s brazos
Fab de OX40mAb24 con un dominio Fc de IgG4P o un mu tante
triple (TM) del dominio Fc de IgG1 humana, utilizan do células
NK humanas primarias enriquecidas como efectores y células
T CD4+ humanas primarias que expresan OX40 como dianas. C omo
un control positivo se testo la actividad de cada u nade las
preparaciones de células NK utilizando el extermini 0
dirigido a rituximab de la linea celular Toledo B.

Para el aislamiento de células T CD4 *humanas primarias,
sangre entera anticoagulada con heparina, obtenida de
donantes sanos a través del Programa de Donantes de Sangre
Medimmune, se proceso de acuerdo con el siguiente p rotocolo:
Mezcla de anticuerpos del kit de aislamiento de cél ulas T
CD4 RosetteSep de Stem Cell Technologies (1 mL,Stem Cell
Technologies, Vancouver, BC Canadd) se afiadi6 por c ada 20 mL
de sangre entera, se mezcld y se incubé durante 20 minutos
(min) a temperatura ambiente (TA). La sangre se di luyé 1:1
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con tampén FACS a la temperatura ambiente estéril ( PBS, pH
7.2 mas suero de ternero recién nacido inactivado p or calor

al 2%) y se dispuso sobre medio DM-L, seguido de

centrifugacion durante 20 min. Después de la centri fugacion,

se separo la capa leucocitaria que contenia células T CD4 +
humanas, y las células se lavaron una vez con tampo n FACS a
TA y una vez con medio RPMI completo a TA. Las célu las se
contaron en un contador ViCell para determinar el n umero de
célulasy laviabilidad, y las células T CD4 * se suspendieron

en medio RPMI completo a una concentracion de 1.0 x 10 6 por
mL.

Células T CD4 * humanas primarias (1.0 x 10 6 por mL en
medio RPMI completo) se cultivaron en una incubador a de
cultivo de tejidos humidificada a 37°C y 5% de CO 2 durante
48 horas con 2 ug/mL de PHA-L y 20 Ul/mL de rhiIL-2 para
activar células T y supra-regular OX40 y subsiguien temente
se utilizaron en ensayos ADCC de OX40mAb24. Todos | 0s
donantes en las figuras referenciadas mas adelante
representan individuos Unicos; es decir, las célula sTCD4 +
no se aislaron del mismo donante para experimentos ADCC
repetidos.

Para discriminar células T diana o células Toledo B

cultivadas de células NK humanas purificadas en ens ayos de
citotoxicidad, el colorante fluorescente DiO se inc orporé en
lamembranacelularde células dianautilizando la disolucién

de marcaje de células Vybrant DIO (de acuerdo con e I
protocolo del fabricante para el marcaje de células en
suspension). Después de la activacion y el marcaje con DIiO
de células T CD4 * humanas primarias y células Toledo B,

células NK efectoras se aislaron de sangre anticoag ulada con

heparina sodica del Programa de Donantes de Sangre Medimmune
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utilizando el mismo protocolo que antes para célul asTCD4 -,
con la excepcion de que se utilizo 1 mL de mezcla d e
anticuerpos del kit de aislamiento de células NK Ro setteSep
en lugar de 1 mL de la mezcla de anticuerpos del ki t de
aislamiento de células T CD4 * RosetteSep. Células NK humanas
primarias aisladas se lavaron dos veces con medio R PMI
completo caliente (RPMI-1640 mas FBS al 10%) y lueg 0 se
suspendieron en RPMI completo a una concentracion d e 2.67 x
106 por mL. De igual manera, células T CD4 * humanas primarias
activadas se lavaron también dos veces en RPMI comp leto
caliente y se suspendieron a una concentracion de 2 67x10 5
por mL. Después de ello, se afiadieron 75 uL de células NK
humanas primarias (200.000) y 75 uL de células T CD4 *humanas
primarias activadas (20.000) a pocillos de placas d e 96
pocillos de fondo redondo tratadas con cultivo no t isular
estériles para una relacion de efector a diana de 1 0:1. En
algunos experimentos se afiadio medio RPMI completo (50 pl)

que contenia OX40mAb24 o mAb control para dar una

concentracion final de 10 pg/mL. En otros, se afiadié a las

células sembradas RPMI completo (50 ul) que contiene una
serie de dilucion triple de OX40mAb24 o mAbs contro I, dando
como resultado una concentracion final de 67 nM, o una serie
de dilucién de 27 veces de 9B12 o IgG1 humana R347 partiendo
de 67 nM. Rituximab (10 ug/mL, anticuerpo control) se utilizd

como un control positivo en pocillos que contenian células
Toledo B que expresan CD20, marcadas con DiO, en lu gar de

célulasTCD4 *+humanas primarias activadas que expresan OX40,

dado que las células T CD4 *+ activadas no expresan CD20. Las
célulasenelensayo ADCC se sedimentaron suavement e mediante
centrifugacion a TA y subsiguientemente se cultivar on

durante 24 horas.



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 - 185 - PCT/US2015/054490

Al término del periodo de incubacion, las células s e
sedimentaron mediante centrifugacion y luego se sus pendieron
en tampon FACS que contenia 10 ug/mL de yoduro de propidio
(PI) para el analisis por citometria de flujo en un citometro
de flujo BD LSRII. Células no viables (PT positivas ) entre

células T CD4 ~ diana DiO-positivas o0 células Toledo B se
discriminaron utilizando el software FlowJo después de la
compensacion de la fluorescencia.

La representacion grafica de los datos para ensayos
ADCC de células NK, incluyendo la determinacion de valores
medios y el error tipico de la media, se genero uti lizando
GraphPad Prism version 5.01 para Windows.

6.2.2 Union de OX40mAb24 a Clq

Se utilizé un instrumento ProteOn XPR36 para determ inar
la union de OX40mAb24 o 9B12 a proteina del complem ento
humana C1q, purificada a partir de sueros humanos a grupados
a OX40mAb24 o 9B12 mediante resonancia de plasmoén d e
superficie. Se utiliz6 amina estdndar para inmovil izar
OX40mAb24 o0 9B12 en la superficie de un chip biosen sor GLC.
Se suspendié C1lg humana en PBS/Tween 20 al 0.005%, pH 7.4 a
cinco concentraciones variables desde 26 nM a 1.6 n M. Se
inyectaron las muestras a 30 uL/min durante 200 segundos, y
la fase de disociacién continué durante 600 segundo s. Se
procesaron los datos del sensograma utilizando el s oftware
ProteOn Manager 2.1 (Bio-Rad) utilizando un ajuste 1:1.

6.3 Resultados

Setestodlacapacidad de OX40mAb24,9B12 e lgG4P (m Ab28)
humanay versiones IgG1-TM (mADb29) de OX40mAb24 pa ra mediar
en el ADCC a los niveles de saturacion (10 ug/mL [67 nM])
para la union de OX40 (véase el Ejemplo 2), utiliza ndo

mezclas tanto alogeneicas como autélogas de células NK NK'y
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células diana que expresan OX40 (Figura 13A y Figur a 14A).
OX40mAb24 mostré una actividad de ADCC medible fren te a
células T CD4 + humanas activadas. En contraposicion, 9B12,
mMADb28 y mAb29 no mostraron actividad de ADCC por en cima de
lade los controles negativos. Un anticuerpo contro | positivo
contra CD20 humana (rituximab) demostré actividad d e ADCC
utilizando las mismas células NK, demostrando quel asceélulas
NK eran capaces de una robusta actividad de ADCC (F igura 13B
y Figura 14B).

En experimentos de dosis-respuesta, OX40mAb24 demos tro
una actividad de ADCC dependiente de la concentraci on contra

células T CD4 + humanas activadas (Figura 15A-D, Figura 16A-

D, Figura 17A-B y Tabla 6-2). En contraposicion, 9B 12 no
mostro actividad de ADCC detectable alguna. Ademas, el mAb
control IgG1 humano R347 no mostr6 actividad de ADC C
detectable alguna, lo que confirma que la actividad de ADCC
mediada por OX40mAb24 era dependiente del acoplamie nto con
OX40 en las células diana. Un anticuerpo control po sitivo
contraCD20 humanatambién demostro una ADCC contra unalinea
celular de linfoma de células B que expresa CD20 (F igura 13B

y Figura 14B); esto sustenta la validez del ensayo.

Colectivamente, los resultados de estos experimento S
confirmaron que OX40mAb24 es capaz de ADCC contra ¢ élulas
diana que han sido cultivadas bajo condiciones que

previamente mostraron estimular la expresion de OX4 0 de la
superficie de las células.

Tabla 6-2 Sumario de la Potencia de ADCC de células NK
mediada por OX40mAb24
NUmero de NOmero de

, CE20 (pM) [CE50 (pM)  CE90 (pM)
experlmento donante

3 363 134 2380 225000
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Numero de Numero de
, CE20 (pM) [CE50 (pM) CE90 (pM)
experimento donante
3 504 309 1370 14600
4 464 37.0 3050 3830000
4 532 111 1310 66100
5 601 54.4 501 16900
5 602 61.4 527 16000
Media (error tipico de 611000
la media), pM 119 (41.1) 1520 (415) (545000)

El potencial de OX40mAb24 de unirse a C1qdel compo nente
del complemento humano se evalud utilizando un ensa yo de
resonancia de plasmén de superficie. En este ensayo ,launién
a C1q se utilizé como un sustituto para la activida d en un
ensayo de citotoxicidad dependiente del complemento
(Dall’Acqua etal ., J. Immunol 177:1129-1138 (2006)). 9B12
se utilizd como un anticuerpo control negativo. OX4 OmAb24
demostré una capacidad, dependiente de la concentra cion, de
unirse a la proteina C1q humana purificada (Figura 18A). En
contraposicion, 9B12 no demostré unién detectable a lguna a
la proteina C1q (Figura 18B).

6.4 Conclusiones

OX40mAb24 se une a Cl1q y desencadena ADCC mediada p or
NK contra células T CD4 *+ activadas.

EJEMPLO 7: Estudios Comparativos In Vitro con OX40mAb24
y Células T de Monos Cynomolgus y Rhesus

En este ejemplo se determiné la capacidad de OX40mA b24
de potenciar la activacién de células T utilizando ensayos
de bioactividad del informador de dos células con u na linea
informadora de células T de NF KB-luciferasa de Jurkat que
expresa OX40 de monos cynomolgus (cyno)/rhesus. La
reticulacion del farmaco mediada por el receptor Fc y fue
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mediada por una linea de células B de rhesus o por células
que expresan receptor Fc Y en una muestra de sangre entera
post-lisis de globulos rojos. La activacion de OX 40 se
midié como actividad de luciferasa incrementada en respuesta
a la estimulacion de la via de sefializacion de NF KB aguas
abajo de la activacion de células T humanas primari as. La
sefalizacion de NF KB es un evento aguas abajo, bien

estudiado, en la sefializacibn de OX40, vy puede

correlacionarse con otras medidas de laactivacion de células

T tales como la proliferacion y la liberacion de ci toquinas
(CroftM, etal ., ImmunolRev.229 :173-91(2009)). Ademas,
setestd la capacidad de OX40mAb24 de potenciar la activacién
(co-estimulacion) mediada por el receptor de célula s T
utilizando un ensayo de bioactividad basado en plac aen el
gue se evaluo la proliferacion de células T CD4 *+. Seutilizé

un control de isotipo (NIP228 IgGl) para demostrar el

acoplamiento a OX40 especifico.

En paralelo se midié6 la bioactividad de 9B12, el
anticuerpo monoclonal anti-OX40 murino del que se d erivo
OX40mAb24, para proporcionar una comparacion de la actividad
de OX40mAb24 y 9B12 en OX40 de primates no humanos.

7.1 MATERIALES

Materiales utilizados en este estudio se enumeran e nla
Tabla 7.1.

Tabla 7-1 Materiales

Elemento Fuente

_ StemCell Technologies,
Cloruro de amonio
Vancouver, BC

Anticuerpo CD3 dirigido contra BD Biosciences, San

Ig humana, clon SP34-2 Jose, CA




10

15

20

25

30

WO 2016/057667

- 189 -

PCT/US2015/054490

Elemento

Fuente

Anticuerpo CD4-V450 dirigido

BD Biosciences, San

contra Ilg humana, clon L200 Jose, CA
Anticuerpo CD28 dirigido contra BD Biosciences, San
Ig humana, clon CD28.2 Jose, CA
_ Life Technologies,
Kit de marcado de células CFSE
Carlsbad, CA

Concanavalina A

Si

gma, Saint Louis, MO

Lector de placas Multilabel
EnVision

Perkin Elmer, Waltham,
MA

Anticuerpo Fc  yanti-humano de

cabra

Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA

Anticuerpo Fc  yanti-ratén de

cabra

Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA

Suero de feto bovino inactivado

Life Technologies,

por calor (FBS) Carlsbad, CA
Interleuquina-2, humana Preprotech, Rocky Hill,
recombinante NJ

o . BD Biosciences, San
Citémetro de flujo LSR II

Jose, CA

Medio de separaciéon de MP Biomedicals, Santa
leucocitos (LSM) Ana, CA

Tampdén MACS

Miltenyi, San Diego, CA

Kit de aislamiento de células T
CD4 de primates no humanos

Miltenyi, San Diego, CA

Yoduro de propidio (1 mg/ml de

solucién)

Sigma, Saint Louis, MO

Sangre completa anticoagulada
con heparina sodio obtenida de

mono rhesus de origen indio

Worldwide Primates,
Miami, FL
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Elemento Fuente

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Medio RPMI-1640

Disolucién de Ensayo de )
_ Promega, Madison, Wi
Luciferasa SteadyGlo

, Beckman Coulter,
Contador ViCell

Indianapolis, IN

7.2 Ensayos

7.2.1 Ensayos de Bioactividad de 2 Células de
Cyno/Rhesus

OX40mAb24 se someti6 a ensayo en cuanto a la
bioactividad utilizando un ensayo informador de 2 ¢ élulas.
Dado que los monos cyno y rhesus comparten secuenci as de
aminoacidos de OX40 idénticas, se utilizé una linea de
células informadoras de NF KB-luciferasa de Jurkat (clon B2)
que expresa OX40 para la lectura del agonismo de OX 40
(actividad de NF kKB). Para mediar en la reticulacion de
OX40mAb24 y, por consiguiente, en la agrupacion de células
informadoras Jurkatde OX210, se utilizé unalinea de células
B de rhesus que expresa el receptor Fc y, LCL8664, o
leucocitos de la sangre entera de un mono rhesus no rmal, que
contiene células que expresan Fc yR. La bioactividad del
fondo se evalud tanto sin la adicion de OX40mAb24 c omo
también en ausencia de las células que expresan Fc YR. Para
demostrar el papel del acoplamiento de OX40 a célul as
informadoras, se utilizé un control de isotipo en | ugar de
OX40mAb24.

El ensayo de bioactividad de 2 células de OX40mAb24 con
LCL8664 se realizé de acuerdo con el siguiente prot ocolo:

El dia antes del uso el clon B2 informador de NF KB-

luciferasa de Jurkat que expresa OX40 de cyno/rhesu sy
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LCL8664 se cultivaron en medio RPMI completo (RPMI con suero
bovinofetal [FBS]al 10%Yy 1% de antibioticos/anti micoticos)
para conseguir densidades celulares de aproximadame nte 5 x
106 células/mLy 4 x 10 5 células/mL, respectivamente. Al dia

siguiente, células informadoras Jurkat de OX40y LC L8664 se
sedimentaron, suspendieron en medio completo y cont aron
utiizando un contador ViCell antes de ajustar las

concentraciones celulares para ambas lineas celular esaz2b
x 10 8 en medio completo.

Clon B2 y células LCL8664 se afiadieron en cada caso a
una placa tratada con cultivo no tisular, de fondo redondo
y de 96 pocillos a razon de 100.000 células por poc illo.
OX40mAb24 se afadio a las células en medio RPMI com pleto
hasta una concentracion final que comenzaba a 30 g /mLy se
diluyé en incrementos triples. De manera similar, IgG1 R347
(control del isotipo) se utilizd6 a una concentracio n final
de 10 pug/mL y se diluy6 en incrementos de 6 veces. 9B12 y
MOPC-21 (control del isotipo) se diluyeron de la mi sma
manera. Las placas se transfirieron a una incubador aa37°C
con una atmosfera de 5% de CO 2 humidificada.

Después de un tiempo de incubacion de 16 horas, se
afiadieron a cada uno de los pocillos 100 pL de dis olucién
de ensayo de luciferasa Steady-Glo reconstituida y se
mezclaron para lisar las células y luego se incubar on para
equilibrar la sefial de luciferasa. El lisado Steady -
Glo/muestra (150 pL) se transfiri6 de cada uno de | 0s
pocillos a una placa de ensayo de paredes blancas, de 96
pocillos, para la deteccion y la lectura de luminis cencia
utilizando un lector de luminiscencia Envision de P erkin

Elmer.
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Se utilizé el siguiente protocolo para adquirir cél
rhesus lisadas con RBC a partir de sangre entera an
coagulada con heparina sodica, obtenida de un macac
de origen indio sano:

Sangre enterareciente (5 mL) se afiadido auntubo c
de 50 mL y se afiadieron 45 mL de disolucion de clor
amonio. La mezcla de células se incubo durante 10 m
hielo, luego se sedimentd y se lavo con medio RPMI
traslo cual las células estaban listas para uso en
de bioactividad de 2 células.

El ensayo de bioactividad de 2 células con células
sangre entera lisadas con RBC de rhesus se realizo
se describe con la linea de células B de rhesus LCL
pero se utilizaron 10 pg/mL de NIP2281gG1 como el
control negativo.

7.2.2
Rhesus

La bioactividad de OX40mAb24 se determind en un ens
de proliferacion de células T CD4
de rhesus primarias activadas y farmaco capturado e
de acuerdo con el siguiente protocolo. Células T CD
rhesus se aislaron de sangre entera anti-coagulada
heparina sodica obtenida de monos rhesus sanos (N =
World Wide Primates como la fuente de células respo

Sangre de rhesus heparinizada reciente se diluy6 1:
con PBS a la temperatura ambiente (TA). Después, 20
sangre entera diluida se dispusieron sobre 15 mL de
separacién de linfocitos (LSM) al 95% en un tubo de
centrifuga cénico de 50 mL. La sangre se centrifug
X g durante 30 minutos a la temperatura ambiente si

Células mononucleares de la sangre periférica se re

Ensayo de Proliferacion de células T CD4 de

+ utilizando células T CD4

PCT/US2015/054490

ulas
ti-

o rhesus

onico
uro de
inutos en

completo,

el ensayo

de
tal como
8664,

anticuerpo

ayo
n placa
4+ de
con
2) de
ndedoras.
1
mL de
medio de

6 a 400
N reposo.

cogieron
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en la interfaz y se lavaron dos veces con tampén MA CS de
Miltenyi y se sedimentaron. El sedimento de células se tratd
con tampon de lisis de glébulos rojos durante 5 min utos, y
el tampon de lisis se desactivo con la adicion de m edio RPMI
completo. Las células se lavaron y suspendieron en tampodn
MACS y se contaron con un contador ViCell para dete rminar el

namero de células y la viabilidad.

Células T CD4 * de rhesus se aislaron con un kit de
primates no humanos de Miltenyi de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después, las células T CD4+*se
contaron en un contador ViCell, se suspendieron a r azon de

1 x 10 6 células/ mL en medio RPMI completo con 51 pug/mL de

Concanavalina Ay 1000 Ul/mL de IL-2 y se cultivaro na37°C
y 5% de CO 2 en una incubadora humidificada durante 2 dias

para activar las células T e inducir la expresion d e OX40.
Placas de ensayo de 96 pocillos, de fondo redondo y tratadas
con cultivo no tisular se recubrieron con 100 pL de 2 pg/mL

de 1gG Fc y-especifica anti-raton de cabray 2 pg/mL de IgG

Fcy-especifica anti-humana de cabra en PBS. Anticuerpo s de
captura de IgG anti-humana de cabra no se afiadieron a los
pocillos destinados para el ensayo de la actividad de
OX40mAb24 soluble. Las placas se incubaron durante la noche
a 4°C, se lavaron con 200 pL de PBS, y se bloquearo n durante
90 minutos a 37°C con BSA al 1% en PBS (BSA al 1%/P BS). Las
placas se lavaron con PBS y se afadieron 2 ng/mL de (clon
SP34-2) anti-CD3 reconstituido en BSA al 1%/PBS a | as placas
durante 90 minutos a 37°C. Las placas se lavaron co n PBS
para separar OX40mAb24 no unido, mAb control de IgG 1 humano
R347,9B12 y mAb control de IgG1 de raton (clon MOP C-21) se
reconstituyeron en cada caso en BSA al 1%/PBS, part iendo de

1.01 pg/mL (6.67 nM; experimento 1) o 1.5 pg/mL (10 .0 nM;
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experimento 2) y se diluyeron en serie a lo largo d e una
serie de dilucién triple y luego se afadieron a pla cas de
ensayo e incubaron durante 90 minutos a 37°C.

Células T CD4 + humanas primarias activadas se

recogieron, lavaronen medio RPMIcompletoylacon centracion
se ajusto a 1.0 x 10 6 células viables/mL. Las células se

marcaron con éster succinimidilico de carboxifluore sceina
(CFSE) de acuerdo con las instrucciones del fabrica nte, con
la excepcion de utilizar CFSE 1.25 uM en lugar del 5 uM
recomendado, con unaincubacion de 10 minutos a 37° C.Despueés
del marcaje, las células se suspendieron en RPMI co mpleto y
la concentracion se ajusto a 1.0 x 10 6 por mL. Las placas se
lavaron con PBS y 200 pL de células T CD4 *(200.000/pacillo)

se afadieron a cada uno de los pocillos. Después, | a placa

se incubo a 37°C durante 3 dias.
Después de un tiempo de incubacion de 72 horas, las
células T CD4 + se sedimentaron y se lavaron una vez con PBS
que contenia FBS al 2% (tampon FACS). Las células se
suspendieron en mezcla de unién que contenia anticu erpo

marcado con V450 ®anti-CD4 para la identificacion de células

T CD4+ y yoduro de propidio (PI) para la discriminacién d e
células vivas/no viables, y se incubaron durante 30 minutos.
Después de la incubacién, las células se lavaron en tampon
FACS, se re-suspendieron en tampon FACS y se analiz aron
mediante citometria de flujo utilizando un citometr odeflujo
LSRIl y software FlowJo para el andlisis de los dat 0S

formateados por citometria de flujo estandar (FCS).

El ensayo se repitié en dos experimentos independie ntes
utilizando células T CD4 * de rhesus primarias.

Para evaluar la proliferacion de células T, se

sincronizaron eventos vivos (yoduro de propidio- ne gativos)
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utilizando el software FlowJo, y se determiné el po rcentaje
de células sincronizadas con CD4 * que muestra la dilucion de
CFSE. La actividad especifica de OX40mAb24 se calcu [o]
sustrayendo el porcentaje de células sincronizadas CD4 que
muestra la dilucion de CFSE en respuesta a anti-CD3 sé6lo del
porcentaje de células sincronizadas CD4 * que muestra la
dilucion de CSFE en respuesta al anticuerpo anti-CD 3 mas
OX40mAb24.

Las concentraciones de OX40mAb24 que consiguieron
respuestas semi-maximas (CE s0) en el ensayo informador de
NFxB de Jurkat y el ensayo de células T CD4 * de rhesus
primario se determinaron utilizando el analisis de regresion
no lineal (log dosis-respuesta, curvas de fijacion de 4
parametros) en GraphPad Prism, version 5.01 (San Di ego, CA).

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Ensayos de Bioactividad de 2 Células de
Cyno/Rhesus

Resultados de los ensayos de bioactividad de 2 célu las
cyno/rhesus se muestranenlaTabla7-2, Figura 19A -B, Figura
20A-ByFigura21A-B. OX40mAb24 activé laviade se falizacion
de OX40, tal como se mide por la sefializacion de NF KB, en
células T de Jurkat que expresan OX40 de cyno/rhesu s en
presencia de la linea de células B de rhesus, LCL86 64, con

una CE 5o media de 1450 pM (N = 2 experimentos). Tal como se

muestra en la Tabla 7-2, el valor de CE s0 de la actividad de
OX40mAb24 en el ensayo de 2 células de cyno/rhesus era 1.3
veces superior que en ensayos de 2 células humanas con la
linea de células Raji B, mientras que 9B12 tenia un a
actividad limitada en ensayos de 2 células de cyno/ rhesus y

no se pudo determinar el valor de CE 50.
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Ademas, tal como se muestra en la Tabla 7-2, OX40mA

activo la via de serializacion de OX40 en células T

en presencia de sangre entera lisada con RBC de rhe

se espera gque contenga células que expresan recepto

b24

de Jurkat

sus, que

r Fc v,

conuna CE sode 550 pM (M =1 experimento). Tal como muestra

también la Tabla 7-2, el valor de CE

50 de 9B12 en el mismo

ensayo era 6052 pM, y era 4680 pM en un ensayo de 2 células
humanas con la linea de células Raji B.
Tabla 7-2 Concentracién Eficaz Semi-Méaxima Media pa ra
OX40mAb24 y 9B12 en Ensayos de Bioactividad de 2 cé lulas
Formato de ensayo de 2 células
Bioactividad
Bioactividad de sangre
de células B entera lisada Bioactividad a
LCL8664 de con RBC de de células
rhesus + del rhesus + del Raji B humanas
clon B2 de clon B2 de + clon 64 de
NFxB- NFxB- NFxB-
luciferasa de luciferasa de luciferasa de
Jurkat que Jurkat que Jurkat 040
expresa OX40 expresa OX40 humano
de cyno/rhesus de [CE s0 media
Articulo [CE 50 media cyno/rhesus (ErrTip); n]
de Ensayo (ErrTip); n] [CE 5o media
o Control (ErrTip); n]
1450 (204); 1110 (92.5);
OX40mAb24 n=2 550; n=1 n=5
1gG1
humana sin actividad,
R347 n=2 SE sin actividad
1gG1 SE sin SE
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Formato de ensayo de 2 células

Bioactividad
Bioactividad de sangre
de células B entera lisada Bioactividad 2
LCL8664 de con RBC de de células
rhesus + del rhesus + del Raji B humanas
clon B2 de clon B2 de + clon 64 de
NFxB- NFxB- NFxB-
luciferasa de luciferasa de luciferasa de
Jurkat que Jurkat que Jurkat 040
expresa OX40 expresa OX40 humano
de cyno/rhesus de [CEs0 media
Articulo [CE 50 media cyno/rhesus (ErrTip); n]
de Ensayo (ErrTip); n] [CE 50 media
o Control (ErrTip); n]
humana actividad,;
NIP228 n=1
4680 (1220); n
9B12 ND 6052; n=1 =5
ErrTip = error tipico de la media. n = nidmero de
experimentos. NT = No testado ND = No determinado
a Datos del Ejemplo 5.
7.3.2 Ensayo de Proliferacion de células C
Primarias de Rhesus
En la Tabla 7-3, Tabla 7-4 y Figura 22A-D se muestr an
los resultados del ensayo de proliferacion de célul as T
primarias de rhesus. OX40mAb24 inducia la prolifera cion de
células T CD4 +de rhesus primarias con una CE 50 media de 436
pM (Tabla 7-3; N = 2 experimentos). Tal como se mu estra en

la Tabla 7-5, el valor de CE
7-4; N = 2 experimentos). OX40mAb24 inducia la prol

so para 9B12 era 110 pM (Tabla

iferacion
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* humanas primarias activadas en un formato
50 media de 28 pM (Tabla 7-5;

Tabla 7-3 Concentracién Eficaz Semi-Maxima Media pa ra
OX40mAb24 en Ensayos de Proliferacion de células T CD4 de
Rhesus Primarias
Anticuerpo de ) CEso media
N° de Experimentos )
ensayo o control (ErrTip)
OX40mAb24 2 436 (309)
NIP228 1gG1 2 Sin actividad
ErrTip = error tipico de la media.
Tabla 7-4 Concentracién Eficaz Semi-Maxima Media pa ra 9B12
en Ensayos de Proliferacion de células T CD4 de Rhe sus
Primarias
Anticuerpo de ) CEso media
N° de Experimentos )
ensayo o control (ErrTip)
9B12 2 110 (13)
IgG1 de raton ) o
2 Sin actividad
MOPC-21
ErrTip = error tipico de la media.
Tabla 7-5 Concentracién Eficaz Semi-Méaxima Media pa ra
OX40mAb24 y 9B12 en Ensayos de Proliferacion de cél ulas T

CD4 de Rhesus y Humanas

Anticuerpo de Rhesus Media Humano Media
ensayo o control (ErrTip) (ErrTip)
OX40mAb24 436 (309) 28 (98)
9B12 110 (13) 218 (35)

ErrTip = error tipico de la media.
7.4 CONCLUSIONES
OX40mAb24 activaba la via de sefalizacion de OX40 e

unalineade células informadoras NF

KB de células T de Jurkat
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gue expresan OX40 de cyno/rhesus en presencia de cé

de rhesus o células que expresan el receptor Fc

en la sangre entera de rhesus lisada con RBC. Adema
OX40mAb24 inducia la proliferacion de células T CD4

rhesus primarias.

EJEMPLO 8: Actividad de OX40mAb24 en Modelos de Rat

de Canceres Humanos

Este ejemplo se disefid para determinar si OX40mAb

es eficaz como una terapia de agente unico para el

tratamiento de canceres. Este estudio se realiz6 en

de xenoinjerto de canceres humanos mezclados con cé

humanas alorreactivas en ratones diabéticos no obes

inmunocomprometidos/inmunodeficientes  combinados  gr

(NOD/SCID).
8.1 Materiales

Los materiales utilizados en este estudio, y su fue

se relacionan en la Tabla 8-1.

Tabla 8-1 Materiales

lulas B

y contenidas

S,

+ de

on

24

modelos

lulas T

0s

aves

nte,

Elemento Fuente
Medio DMEM Invitrogen, Carlsbad, CA
FBS Invitrogen, Carlsbad, CA
Medio de separacion de VWR, West Chester, PA
linfocitos
PBS Invitrogen, Carlsbad, CA
RPMI 1640 Invitrogen, Carlsbad, CA

Kit de enriquecimiento en
células TCD4 * RosetteSep

Stem Cell Technologies,

Vancouver, BC Canada

Kit de enriquecimiento en
células TCD8 * RosetteSep

Stem Cell Technologies,

Vancouver, BC Canada

Medio DML RosetteSep

S

—+

¢

>m Cell Technologies,

Vancouver, BC Canada
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Elemento Fuente

ma-Aldrich, St. Louis,
MO

Mitomicina C S

Y

8.2 Protocolos Experimentales

8.2.1 Animales de Ensayo

Ratones NOD/SCID hembras de 5 a 9 semanas de edad s e
obtuvieron de Harlan Laboratories, Inc. Los animale s fueron

tratados humanitariamente y alojados de acuerdo con

protocolos aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de
Animales Institucional en las instalaciones de Fuen tes de
Animales de Laboratorio en Medimmune, una Asociacio nparala

Acreditacion de Animales de Cuidado de Animales de

Laboratorio en las Instalaciones licenciadas por el

Departamento de Agricultura de Estados Unidos. Los animales
se mantuvieron en unidades de microaislamiento esté riles,
provistos de cama y alimento, y agua de bebida acid ificada

a voluntad. Las condiciones ambientales fueron Ias

normalizadas (temperatura ambiente: 20°C +/- 1°C; h umedad
relativa: 50% + 10%,; ciclo de 12 horas de luz-oscur idad).
Los animales se controlaron diariamente para eviden ciar
signos clinicos adversos y semanalmente para el pes o]
corporal.

8.2.2 Establecimiento de Xenoinjertos

Células A375 cancerosas humanas procedentes de una
linea celular de melanoma humano se obtuvieron de A TCC. Las

células se hicieron crecer en DMEM con FCS al 10% a 37 °Cbajo
5% de CO:2 en una incubadora humidificada. Luego se
recolectaron, se lavaron una vez con PBS y luego se
resuspendieron en PBS.

Células A375 cancerosas humanas se recolectaron de
cultivos celulares. Se resuspendieron en PBS. Célul as A375
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se mezclaron subsiguientemente con lineas de célula sTCD4 +
y CD8 * alorreactivas a lineas de células tumorales A375 a ntes

de la implantacion en los animales.

Para generar las lineas celulares de células T CD4 ty
CD8 T, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
procedentes de donantes sanos se enriquecieron en c élulas T

CD4 o CD8 * T mediante la adicion de 1 ml de producto de

enriguecimiento de células T RosetteSep por cada 20 ml de
hemoproducto. Esto fue seguido por una incubacion d e 20
minutos, y el posterior aislamiento mediante centri fugacion
por gradiente de gravedad usando medio de densidad RosetteSep
DM-L. Después de la centrifugacion, las células se lavaron
3 veces con PBS complementado con suero de bovino f etal (FBS)

al 2% y se resuspendieron en medio RPMI 1640 comple mentado
con FBS al 10%. Células T CD4 * y CD8 *+ enriquecidas se
cultivaron por separado durante 7 a 10 dias en medi 0
complementado con interleuquina 2 humana recombinan te (rhiL-

2) y cada una se combin6é con células A375 tratadas con
mitomicina C. Las células T se recogieron y se cult ivaron
por separado durante 7 a 10 dias en medio complemen tado con
rhiL-2 y se combinaron con células A375 tratadas co n
mitomicina C. Las células T CD4 +y CD8 * se recogieron y se

combinaron en una relacion 2:1.

Células A375 y PMBCs enriquecidos para células T CD 4+y
CD8 se mezclaron en una relacién de 6 células A375 a 1
célula T inmediatamente antes de la implantacion.

Se establecieron xenoinjertos mediante inyeccion

subcutanea (SC) de 3.5 x 10 6 células (células T humanas
mezcladas con células A375 a una relacion de efecto radiana
(E:T) de 1:6 y se suspendieron en 200 yuL de PBS) en los

flancos derechos de los animales.
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8.2.3 Aleatorizacion, Designacion de Grupos Yy
Niveles de Dosis

Se asignaron aleatoriamente seis animales a cada gr upo
experimental antes de la inyeccion SC de las célula s. No
hubo sustituciones de animales. Las designaciones d e grupos
y los niveles de dosis para cada uno de los experim entos se
enumeran en la Tabla 8-2, Tabla 8-3 y Tabla 8-4. An ticuerpos
de ensayo y control se diluyeron en PBS a concentra ciones
apropiadas y se administraron por via intraperitone al (IP)
en un volumen total de 200 pL. La primera dosis de los
anticuerpos de ensayo y control se administré el Di a364
después de la implantacion de células T
cancerosas/efectoras. Los animales recibieron hasta 3 dosis
adicionales de los anticuerpos de ensayo y control, tal como
se indica en las figuras y se describe en la corres pondiente
descripcion de las figuras. La formacion de tumores se
observé en cada uno de los animales 1 6 2 veces por semana.
Los puntos extremos primarios en este estudio era u n volumen

de tumor de 2000 mm 3 0 necrosis del tumor macroscopico.

8.2.4 Mediciones de los Tumores

Los tumores se midieron a los intervalos indicados en
las figuras y las tablas para cada uno de los exper imentos
mediante calibre y los volumenes (V) de los tumores se

calcularon utilizando la siguiente formula:

V (mms3) = (longitud [mm] x anchura [mm] x anchura

[mm])/2.
Para cada grupo, los resultados se notifican como | a
media aritmética. Los efectos antitumorales se expr esaron
como porcentaje de inhibicion del crecimiento del t umor (%

TGI), que se calculé como sigue:
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% TGI = (1 - [V medio del tumor del grupo de
tratamiento] + [V medio del tumor del grupo control ]) x 100

8.3 Meétodos estadisticos

Se realizé una comparacion entre los animales trata dos
con OX40mAb24 o tratados con 9B12 y los animales tr atados
con control del isotipo, y se analizaron las difere ncias
entre grupos en cuanto a la significancia estadisti ca

mediante un test de suma de rangos de Mann-Whitney.

Los valores significativos obtenidos de la prueba d e
suma de rangos de Mann-Whitney se presentan en las tablas
resumen y figuras adyacentes a la media aritmética y

desviacion estandar de la media.
8.4 Resultados
La actividad de OX40mAb24 sobre el crecimiento de
tumores en modelos de ratones de cancer humano se i nvestigo

en este estudio. A animales hembras NOD/SCID

inmunodeficientes se les implantaron lineas celular es de
cancer humano mezcladas con lineas de células T CD4 +y CDS8 +
humanas alorreactivas. Las células T CD4 *y CD8 + T se
derivaron de PBMC aisladas de donantes humanos sano S. Los
animales recibieron la primera dosis de los anticue rpos de

ensayo y control tres o cuatro dias después de la

implantacion de xenoinjertos y se les administraron dosis
adicionales de los anticuerpos de ensayo y control tal como
se indica.

En tres experimentos separados, OX40mAb24 més célul as
T humanas alorreactivas inhibieron significativamen te el
crecimiento de células A375 en hasta un 85% en comp aracion
con el grupo control del isotipo (Tabla 8-2, Tabla 8-3, ¥
Tabla 8-4; Figura 23A, Figura 24A y Figura 25). 9B1 2 de

control mas células T humanas alorreactivas inhibie ron
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también significativamente el crecimiento de célula sA375en
hasta un 77% en comparacion con el grupo control de lisotipo
(Tablas 8-2 a 8-4, Figura 23B y Figura 24B).

Tabla 8-2 Grupos de Tratamiento y Porcentaje de TGl en
Modelo de Xenoinjertos A375 el Dia 18 (Experimento 2)
Anticuerpo de Dosis P
Grupo @ % TGl ¢
Ensayo (mg/kg)
1 Ninguno; sin NA NA
linfocitos T

2 Ninguno NA NA

3 Isotipo del . NA

control

4 OX40mAb24 5 79

5 OX40mAb24 2.5 75

6 OX40mAb24 1.0 85

7 9B12 5 53

IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGI
inhibicién del crecimiento del tumor; V = volumen
a Numero de animales por grupo: 6.
b Todos los animales recibieron 200 pl de anticuerpo de
ensayo IP los Dias 4, 7,9y 12
¢ % TGl = [1 - (V medio del tumor V del grupo de
tratamiento) + (V medio del tumor del grupo de control del
isotipo)] x 100
Tabla 8-3 Grupos de Tratamiento y Porcentaje de TGl en
Modelo de Xenoinjertos A375 el Dia 25 (Experimento 1)
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Anticuerpo de Dosis P
Grupo @ % TGl ¢
Ensayo (mg/kg)
Ninguno; sin
1 _ _ NA NA
linfocitos T
2 Ninguno NA NA
Isotipo del
3 5 NA
control
4 OX40mAb24 5 68
5 OX40mAb24 2.5 83
6 OX40mAb24 1.0 84
7 9B12 5 80
IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGl =
inhibicién del crecimiento del tumor; V = volumen
a Numero de animales por grupo: 6.
b Todos los animales recibieron 200 ul de anticuerp
de ensayo IP los Dias 4, 7,9y 12
¢ % TGl = [1 - (V medio del tumor V del grupo de
tratamiento) + (V medio del tumor del grupo de control del
isotipo)] x 100
Tabla 8-4 Grupos de Tratamiento y Porcentaje de TGl en
Modelo de Xenoinjertos A375 el Dia 28 (Experimento 3)
Anticuerpo de Dosis P
Grupo @ % TGI ¢
Ensayo (mg/kg)
Ninguno; sin
1 _ _ NA NA
linfocitos T
2 Ninguno NA NA
Isotipo del
3 3.0 NA
control
4 OX40mAb24 3.0 75
OX40mAb24 1.0 73
OX40mAb24 0.3 68
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Anticuerpo de Dosis P
Grupo @ % TGl ¢
Ensayo (mg/kg)
7 OX40mAb24 0.1 84
8 OX40mAb24 0.03 73
IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGl =

inhibicién del crecimiento del tumor; V = volumen
an=o6.
b Todos los animales recibieron 200 pl de anticuerpo de
ensayo IP los Dias 3, 6,8y 10
¢ % TGl = [1 - (V medio del tumor V del grupo de
tratamiento) + (V medio del tumor del grupo de control del
isotipo)] x 100

8.5 Conclusiones

OX40mAb24 demostro una potente actividad antitumora len
modelos de ratones de cancer humano mezclado con cé lulas T
humanas alorreactivas. La actividad antitumoral de OX40mAb24
era similar a la actividad antitumoral de 9B12. Est 0S
resultados proporcionan evidencia de que OX40mAb24 puede ser
eficaz como una terapia de agente Unico para el tra tamiento
de pacientes con cancer con un infiltrado de célula sT.

EJEMPLO 9: Anticuerpo Quimera lgG2a OX40 Anti-Raton de
Rata/Raton Clon OX86 Inhibe el Crecimiento de Linea s de
Células Cancerosas de Ratdn en Modelos Singeneicos

OX40mAb24 no reacciona de forma cruzada con (m)OX40 de
ratbn (Véase el Ejemplo 2); por lo tanto, no es pos ible
testar su actividad en modelos de ratén inmunocompo tentes.
OX86 es un anticuerpo IgG1l anti-mOX40 de rata que s e une
especificamente a y desencadena la sefalizacion de mOX40
(al-Shamkhani etal ., Eur.J.Immunol. 26 :1695-1699 (1996)),

y tiene actividad anti-tumoral en modelos de raton
inmunocompoetentes de cancer (Weinberg AD, et al ., J.
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Immunol. 164 :2160-2169 (2000)). Para estudiar mas fondo los

efectos del agonismo de 0OX40, utilizando un anticue rpo
sustituto de ratdn con propiedades similares a OX40 mAb24, se
genero a partir de OX86 un anticuerpo quimera IgG2a anti-

mOX40 de rata/raton (OX86 migG2a; regiones variable s de
cadena ligera y pesada anti-OX40 de rata con region es
constantes de IgG2a de ratdn). Este ejemplo evall a la
actividad anti-tumoral como agente unico de mlgG2a OX86 en

tres modelos de cancer de raton.
9.1 Materiales
Los materiales utilizados en este estudio, y su fue nte,
se relacionan en la Tabla 9-1.
Tabla 9-1 Materiales

Elemento Fuente
Soluciéon salina tamponada con Life Technologies,
fosfato, pH 7.2 Carlsbad, CA
Suero de feto de ternera, Life Technologies,
activado térmicamente (FBS) Carlsbad, CA
Medio de Roswell Park Memorial Life Technologies,
Institute 1640 Carlsbad, CA
Tripsina-EDTA al 0.25% (1x) Life Technologies,
Carlsbad, CA

EDTA = acido etilendiaminatetraacético.

9.2 Protocolos Experimentales

9.2.1 Animales de Ensayo

Ratones BALB/c y C57BL/6 de 6-8 semanas de edad se
recibieron en Medimmune de Harlan Laboratories, Inc
(Indianapolis, IN) y se dejo que se aclimataran dur ante 3
dias antes del comienzo del estudio. Después de ell o, los

ratones fueron rasurados en los sitios de implantac ion del
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tumor y se les implantaron transpondedores de micro chip para
la identificacion.

Los animales fueron alojados de acuerdo con protoco los
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de An imales
Institucional en las instalaciones de Fuentes de An imales de

Laboratorio en Medlmmune, una Asociacion para la
Acreditacion de Animales de Cuidado de Animales de

Laboratorio en las Instalaciones licenciadas por el

Departamento de Agricultura de Estados Unidos. Los animales
se mantuvieron en unidades de microaislamiento esté riles,
provistos de cama y alimento, y agua de bebida acid ificada

a voluntad. Las condiciones ambientales fueron Ias

normalizadas (temperatura ambiente: 20°C = 1°C; hum edad
relativa: 50% + 10%; ciclo de luz-oscuridad 12 hora s) Los
animales fueron vigilados diariamente en cuanto a s ignos
clinicos adversos y bi-semanimante en cuanto al pes o]
corporal. En caso de paralisis de las extremidad po steriores,
estrés respiratorio, pérdida del 20% de peso corpor al, o
volumen tumoral mayor de 2000 mm 3, los animales se
sacrificaron inmediatamente de forma humana por asf ixia con
CQ.

9.2.2 Establecimiento e Implantacion de Tumores
Singeneicos

CT26 y 4T1 se obtuvieron de ATCC en Manassas, VA.
Células MCA205 se obtuvieron de Providence Cancer C enter,
Portland, OR. Todas las células se cultivaron en me dio de
cultivo de células RPMI 1640 complementado con FBS al 10% y
se cultivaron a 37°C a 5% de CO 2 en una camara de cultivo
tisular humidificada, después se recogieron, se lav aron una

vez en FBS y luego se resuspendieron en PBS.
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Se establecieron aloinjertos mediante inyeccion

subcutanea (SC)de 5.0x 10 5célulasCT26,01.0x10 5células

4T1 suspendidas en 0.1 mL de PBS en el flanco derec ho de
ratones BLAB/c de 7 a 9 semanas de edad, al tiempo que 2.5
x 10 5células MCA205 suspendidas en 0.1 mL de solucion s alina
tamponada con fosfato se inyectaron en el flanco de recho de

ratones C57BL/6 de 7 a 9 semanas de edad.

9.2.3 Aleatorizacion, Designacion de Grupos y Nivel es
de Dosis

Se utilizaron ratones hembras BALB/c (total de 216) y
C57BL/6 (total de 70) en este estudio. Ratones BALB /c alos
que se implantaron células tumorales CT26 se asigna ron
aleatoriamente después de que los tumores crecieran hasta un

volumen medio de 120 mm 3 por cohorte, 9 dias después de la

implantacion o 200 mm 3 por cohorte, 13 dias después de la
implantacion. Ratones BALB/c alos que se implantar oncélulas
tumorales 4T1 se asignaron aleatoriamente después d e que los
tumores crecieran hasta un volumen medio de 120 mm 3 por
cohorte, 13 dias después de la implantacion. Ratone s C57BL/6
se asignaron aleatoriamente después de que los tumo res
crecieran hasta un volumen medio de 95 mm 3 por cohorte, 11
diasdespuésde laimplantacion. Las designaciones degrupos,
el numero de animales y el programa de dosis se pre sentan en
la Tabla 9-2, Tabla 9-3, Tabla 9-4 y Tabla 9-5. Tod os los
anticuerpos de ensayo y de control fueron administr ados por
inyeccién intraperitoneal (IP). No hubo sustitucion es de
animales.

Animales de cada uno de los grupos fueron sacrifica dos

cuando los volimenes de los tumores alcanzaron
aproximadamente 2000 mm 3 o cuando los tumores se volvieron

ulcerados o necraticos.
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Tabla 9-2 Disefio del Estudio: Modelo Singeneico de CT26
Programa _
NUumero Nivel
de la
de . . de
Grupo _ Tratamiento dosis ) ROA
animales ] dosis
(dia del
(M/F) _ (mg/kg) 2
estudio)
1 10 (F) Ninguno NA NA IR
Control
negativo
2 10 (F) 9,12 2.5 IP
(OX86 migG1
D265A)
3 10 (F) 0OX86 migG2a 9,12 2.5 IP
4 10 (F) 0OX86 migG2a 9,12 1.0 IP
5 10 (F) 0OX86 migG2a 9,12 0.25 IP
6 10 (F) 0OX86 migG2a 9,12 0.1 IP
F = hembra; 1gG1 = inmunoglobulina G1; IP =
intraperitoneal; mAb = anticuerpo monoclonal; OX86 migG2a =
regiones variables de cadena ligera y cadena pesada anti-
OX40 de rata del clon OX86 con regiones constantes de 1gG2a
de raton; OX86 migG1l D265A = migG1 OX40 anti-raton de raton
con una mutacion puntual en el dominio Fc que reduc e su

capacidad de unirse a receptores Fc

yv; NA = no aplicable

debido a que los animales no fueron tratados; ROA = via de
administracion. a VVolumen de la dosis: 0.2 mL
Tabla 9-3 Disefio del Estudio: Modelo Singeneico de CT26
Programa .
Numero Nivel
de la
de _ _ de
Grupo . Tratamiento dosis ) ROA
animales ) dosis
(dia del
(M/F) . (mg/kg) *#
estudio)
1 12 (F) Ninguno NA NA IR
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Programa _
Numero Nivel
de la
de . . de
Grupo _ Tratamiento dosis ) ROA
animales ] dosis
(dia del
(M/F) . (mg/kg) @
estudio)
2 12 (F) 0OX86 migG2a 13,16 10 IP
3 12 (F) 0OX86 migG2a 13,16 3 IP
4 12 (F) 0OX86 migG2a 13,16 1 IP
5 12 (F) 0OX86 migG2a 13,16 0.3 IP
6 12 (F) 0OX86 migG2a 13, 16 0.1 IP
F=hembra; IP =intraperitoneal; OX86 mlgG2a=reg iones
variables de cadena ligera y cadena pesada anti-OX4 O derata
del clon OX86 con regiones constantes de IlgG2a de r aton; NA
= no aplicable debido a que los animales no fueron tratados;
ROA = via de administracion. a VVolumen de la dosis: 0.2 mL
Tabla 9-4 Disefio del Estudio: Modelo Singeneico de MCAZ205
Calendario )
NUumero Nivel
de la
de ) o de
Grupo ) Tratamiento dosis (dia _ ROA
animales dosis
del
(M/F) : (mg/kg) @
estudio)
1 14 (F) Ninguno NA NA IP
Isotipo del
2 14 (F) control 11, 14 20 IP
(mezcla) b
14 (F) 0OX86 migG2a 11, 14 10 P
14 (F) 0OX86 migG2a 11, 14 10 P
14 (F) 0OX86 migG2a 11, 14 5 IP
F=hembra; IP =intraperitoneal; OX86 mlgG2a=reg iones
variables de cadena ligera y cadena pesada anti-OX4 O derata
del clon OX86 con regiones constantes de IgG2a de r aton; NA
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= no aplicable debido a que los animales no fueron

ROA = via de administracion.

tratados;

a \/olumen de la dosis: 0.2 mL.

b Mezcla contiene anticuerpos control del isotipo co
dominios Fc de migG2a (10 mg/kg) y migG2b (10 mg/kg ).
Tabla 9-5 Disefio del Estudio: Modelo Singeneico de 4T1
Program a .
Numero Nivel
de la
de _ _ de
Grupo . Tratamiento dosis ) ROA
animales ) dosis
(dia del
(M/F) . (mg/kg) @
estudio)
1 12 (F) Ninguno NA NA IR
Isotipo del
13, 16,
2 12 (F) control 70 IP
20, 23
(mezcla) b
13, 16,
3 12 (F) OX86 migG2a 10 IP
20, 23
13, 16,
4 12 (F) OX86 migG2a 5 IP
20, 23
13, 16,
5 12 (F) 0OX86 migG2a 2.5 IP
20, 23
13, 16,
6 12 (F) OX86 migG2a 1.0 IP
20, 23
13, 16,
7 12 (F) OX86 migG2a 0.25 P
20, 23
F=hembra; IP =intraperitoneal; OX86 migG2a=reg iones
variables de cadena ligeray cadena pesada anti-OX4 Oderata
del clon OX86 con regiones constantes de lgG2a de r aton; NA
=no aplicable debido a que los animales no fueron tratados;

ROA = via de administracion.

b

Mezcla contiene anticuerpos control del

isotipo co

a \/olumen de la dosis: 0.2 mL.
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dominios Fc de mlgG2a (10 mg/kg), migG2b (20 mg/kg)
de rata (20 mg/kg) e 1IgG2b de rata (20 mg/kg).

9.2.4 Mediciones de los Tumores

Los tumores se midieron mediante calibrado dos vece

por semana Yy los volimenes de los tumores se calcul
utilizando la siguiente formula:
Volumen (V) del tumor = [longitud (mm) x anchura
(mm)2] /2

en donde la longitud se definio como el lado mas la
y la anchura como el lado méas pequefio perpendicular
longitud.

Los efectos antitumorales de cada grupo se expresar
comoinhibiciéndel crecimientotumoral (TGI), que

de la siguiente forma:

% TGI = (1 - [V medio del grupo de tratamiento]
del grupo control]) x 100
Se clasificaron las respuestas del crecimiento tumo
como una respuesta completa (RC) si no hubo tumor m
9.3 Métodos Estadisticos

Se utiliz6 ANOVA de una via para determinar las

diferencias en el volumen medio de los tumores. En
de untest F significativo se utilizé untestde c

multiple de Dunnett o Sidak (en caso apropiado). En
en los que sea aplicable, se aplicé una transformac

en base 10 a los volimenes tumorales para tener en

heteroscedasticidad Un valor p < 0.05 se considerd

significativo.

9.4 Resultados

El tratamiento de ratones con migG2a OX86 resulta e
crecimiento significativamente reducido de células

CT26 y MCA205 en comparacion con ratones control no

, 1gG2a

aron

rgo

ala
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secalculé
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0 negativos, o tratados con anticuerpos control del isotipo
(Tabla 9-6, Tabla 9-7 y Tabla 9-8; Figura 26A, Figu ra27Ay
Figura 28A). El tratamiento de ratones con milgG2a O X86
resulta en un crecimiento retardado y reducido de c élulas
tumorales 4T1 en comparacion con anticuerpo no trat ado o

control del isotipo (Tabla 9-9 y Figura 29A).
A menudo se muestra una respuesta mixta en modelos

singeneicos; sin  embargo, la respuesta drastica del

tratamiento con migG2a OX86 es mas clara de los gra ficos de
crecimiento de tumores en animales individuales (Fi gura 26B,
Figura 27B, Figura 28B y Figura 29B). No se observ 0 una
respuesta a la dosis en ratones tratados con migG2a OX86
basado en TGI (Tabla 9-6, Tabla 9-7, Tabla 9-8 y Ta bla 9-9;
Figura 26A, Figura 27A, Figura 28A y Figura 29A) o con
respecto a incrementar el nUmero de animales que ex hiben
respuestas completas (Tabla9-6, Tabla9-7, Tabla9 -8y Tabla
9-9).

Tabla 9-6 Grupos de Tratamiento, Porcentaje de Inhi bicion

del Crecimiento del Tumor el Dia 22, y niumero de

Respondedores Completos en el Modelo Singeneico de CT26
Numero de
Anticuerpo de Dosis P respondedores
Grupo @ % TGI ¢
Ensayo/Control (mg/kg) completos de

12 ratones d

1 Ninguno NA NA 0
2 0X86 mlgG2a 10 67 8
3 0OX86 mlgG2a 3 67 6
4 0X86 mlgG2a 10 75 8
5 0OX86 mlgG2a 0.3 65 8
6 OX86 mlgG2a 0.1 70 8
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IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGl =
inhibicién del crecimiento del tumor; V = volumen.

an=12.

b Todos los animales recibieron 200 pL de anticuerpo de
ensayo IP los Dias 13y 16.

C % TGI = (1 - [V medio del tumor del grupo de
tratamiento] + [V medio del tumor del grupo control ]) x 100.

d Numero de animales en un grupo con una medida del
volumen tumoral registrada como cero al final del e studio.

Tabla 9-7 Grupos de Tratamiento, Porcentaje de Inhi bicion
del Crecimiento del Tumor el Dia 26, y nimero de

Respondedores Completos en el Modelo Singeneico de CT26
Numero de
Grupo Anticuerpo de Dosis P respondedores
a Ensayo/Control (mg/kg) HTel e completos de
10 ratones ¢
1 Ninguno NA NA 1
Control
5 negativo ”s NA L
(OX86 migG1
D265A)
3 0X86 mlgG2a 2.5 94 7
4 0X86 mlgG2a 1.0 97 8
5 0X86 mlgG2a 0.25 95 6
6 0X86 mlgG2a 0.1 92 7
IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGl =

inhibicion del crecimiento del tumor; V = volumen.
an=10.
b Todos los animales recibieron 200 pL de anticuerpo de

ensayo IP los Dias 9y 12.
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¢ % TGI = (1 - [V medio del tumor del grupo de
tratamiento] + [V medio del tumor del grupo control ]) x 100.
d Numero de animales en un grupo con una medida del
volumen tumoral registrada como cero al final del e studio.
Tabla 9-8 Grupos de Tratamiento, Porcentaje de Inhi bicion
del Crecimiento del Tumor el Dia 22, y nimero de
Respondedores Completos en el Modelo Singeneico de MCAZ205
Numero de
Anticuerpo de Dosis P respondedores
Grupo 2 % TGI ¢
Ensayo/Control (mg/kg) completos de
14 ratones ¢
1 Ninguno NA NA 0
Isotipo del
2 control 20 NA 0
(mezcla)
3 OX86 mlgG2a 20 65
4 OX86 mlgG2a 10 76 4
5 OX86 mlgG2a 5 70
Tabla 9-9 Grupos de Tratamiento, Porcentaje de Inhi bicion
del Crecimiento del Tumor el Dia 25, y nimero de
Respondedores Completos en el Modelo Singeneico de 4T1
Numero de
Anticuerpo de Dosis b respondedores
Grupo 2 % TGI ¢
Ensayo/Control (mg/kg) completos de
12 ratones  d
1 Ninguno NA NA 0
Isotipo del
2 control 70 NA 0
(mezcla)
OX86 mlgG2a 10 5 0
OX86 mlgG2a 5 34
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Numero de
Anticuerpo de Dosis P respondedores
Grupo @ % TGI ¢
Ensayo/Control (mg/kg) completos de
12 ratones
OX86 migG2a 2.5 37 0
6 0OX86 migG2a 1.0 22 0
7 0X86 mlgG2a 0.25 ND 0
IP = intraperitoneal; NA = no aplicable; TGl =
inhibicién del crecimiento del tumor; V = volumen; ND = no

determinado.
an=12.
b Todos los animales recibieron 200 pL de anticuerpo de
ensayo IP los Dias 13, 16, 20y 23.
¢ % TGI = (1 - [V medio del tumor del grupo de
tratamiento] + [V medio del tumor del grupo control 1) x 100.
d Numero de animales en un grupo con una medida del
volumen tumoral registrada como cero al final del e studio.

9-5 Conclusiones

Eltratamiento con un Unico agente de ratones porta dores
de tumores con migG2a OX86 resulta en una actividad anti-
tumoral que reduce significativamente el crecimient o de
multiples tumores en comparacion con grupos no trat ados, de
control negativo y/o tratados con control del isoti po.

EJEMPLO 10: Caracterizacion del Epitopo de OX40mAb2 4

Este ejemplo examina el epitopo de OX40mAb24 utiliz ando
una serie de variantes quiméricas de OX40 humano/ra ton.

10.1 Materiales utilizados en este estudio y su fue nte

se enumeran en la Tabla 10-1.
Tabla 10-1 Materiales

Elemento Fuente

IgG-Alexa480 anti-humano Invitrogen (Carlsbad, CA)
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Elemento Fuente
IgG-Alexa480 anti-oveja Invitrogen (Carlsbad, CA)
IgG-Alexa480 anti-cabra Invitragen (Carlsbad, CA)
Células 293 FreeStyle (células Invitrogen (Carlsbad, CA)
HEK293F)
Anticuerpo  policlonal 0OX40 R&D Systems (Minneapolis,
anti-raton de cabra MN)
Citémetro de flujo LSRII BD Biosciences (San Jose,
CA)
Solucién salina tamponada con Invitrogen (Carlsbad, CA)
fosfato
Anticuerpo  policlonal OX40| R&D Systems (Minneapolis,
anti-humano de oveja MN)
Reactivo de transfeccion Invitrogen (Carlsbad, CA)
293fectina
10.2 Generaciéon de Variantes Quiméricas Humanas/Rat on
OX40mAb24 se une especificamente a OX40 humano (SEQ ID
NO: 91) y no reconoce OX40 de raton (SEQ ID NO: 92) a pesar
de compartir un 60% de identidad en su secuencia de
aminodcidos (aa) (Figura 30). Variantes de OX40 qui méricas
humanas/ratobn se modificaron intercambiando porcion es del
dominio extracelular entre OX40 humana y de raton. Las

construcciones de ADNc de OX40 humana y de raton se
utilizaron como moldes en la PCR de extension por

solapamiento para construir variantes quiméricas co n un
dominio de transmembrana para la expresion en la su perficie
de la célula de las proteinas recombinantes. 0X40 es una
proteina de aproximadamente 45 kDa con tres dominio S ricos
en cisteina (CRDs) completos y un dominio rico en ¢ isteina
truncado. Laestructuraes caracteristicadelasu perfamilia

de TNFR.
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Se construyeron trece variantes inactivadas quiméri
(KO/pérdida de funcién) reemplazando los siguientes residuos
del dominio extracelular de OX40 humana con los
correspondientes aa de OX40 de raton o Alanina (Fig ura 31):
. * CRD1 (OX40 humana aa 29 a 65 reemplazados por lo
homologos de raton);
. * CRD2 (OX40 humana aa 66 a 107 reemplazados por |

homologos de raton);

. « CRD3 (OX40 humana aa 108 a 146 reemplazados por
los homologos de raton);

.  CRD4+enlazador (OX40 humana aa 147 a 214
reemplazados por los homdélogos de ratén);

. * CRD3+4 (OX40 humana aa 108 a 167 reemplazados po
los homologos de raton);

. « A 111 (OX40 humana aa alanina 111 reemplazada por su
homologo prolina de ratén);

. e L 116 (OX40 humana aa leucina 116 reemplazada por su
homologo glutamina de raton);

. « P 121 (OX40 humana aa prolina 121 reemplazada por su
homologo leucina de raton);

. * A 126 (OX40 humana aa alanina 126 reemplazada por su
homologo valina de raton);

. D 137 (OX40 humana aa acido aspartico 137 reemplazada
por su homologo asparagina de raton);

. o« A 111p121D137 (OX40 humana aa Alalll, Prol21y Aspl37
reemplazadas por los homodlogos de ratén);

. oL 116A126 (OX40humanaaa Leull6y Alal26 reemplazadas
por los homdlogos de ratdn); y

. D 1178118 (OX40 humanaaa Aspll7y Serll8reemplazadas

por mutaciones Ala).

cas

(0N
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Ademas, se construyeron cinco variantes activadas

(Kl(ganancia de funcion) injertando los siguientes

de OX40 humana en OX40 de raton, utilizando el mism

que el arriba descrito para las construcciones de K

31):

. CRD3 (OX40 humana aa 108 a 146 injertados en
correspondientes regiones de raton);

. A 11l (OX40 humana aa alanina 111 injertada en
correspondiente posicion de raton);

. L 116 (OX40 humana aa leucina 116 injertada en
correspondiente posicion de raton);

. A 126 (OX40 humana aa alanina 126 injertada en
correspondiente posicion de ratdn);

. L 116A126 (OX40 humana aa leucina 116 y alanina

injertadas en las correspondientes posiciones de ra

Los ADNs quiméricos resultantes se encerraron en un

vector de expresion de mamiferos pEBNA para la expr

transitoria en mamiferos. Células 293F se sembraro

densidad de 0.7 x 10 6 células/mL un dia antes de

transfeccion. Tres microgramos y medio de cada uno
vectores de expresion se transfectaron en 5 mL de ¢
HEK293 F utilizando 5 pL de reactivo de transfeccio
293fectina siguiendo las instrucciones del fabrican

10.3 Caracterizacion de la Union de OX40mAb24
Variantes Quiméricas de OX40

Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion,
células HEK293F seincubaron con 1 pg/mL de OX40mAb
1 hora sobre hielo en PBS. Para detectar OX40mAb2
por citometria de flujo, las células se lavaron 3 v

PBS frio, se incubaron con 1 pg/mL de anticuerpo Ig

PCT/US2015/054490
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humano conjugado con Alexa480 durante 1 h en hielo y después
se analizaron utilizando el citometro de flujo LSRI l.

Los niveles de expresion de todas las variantes

quiméricas de OX40 también se vigilaron por citomet ria de
flujo, las células se incubaron conunamezcladea nticuerpos
policlonales OX40 anti-humano de oveja y OX40 anti- raton de
cabraal pg/mL en PBS durante 1 horaen hielo. L as ceélulas
se lavaron tres veces con PBS frio y luego se incub aron con
unamezclade anticuerpos policlonales IgG anti-cab ray anti-
oveja conjugados con Alexa480. Después de lavar 3 veces
con PBS frio, las células se analizaron con el citd metro de
flujo LSRII.

10.4 Resultados
El epitopo de OX40mAb24 se caracterizd utilizando

variantes quimeéricas humanas/raton. OX40 humana y O X40 de
raton comparten un 60% de identidad en la secuencia de aa
(Figura 30); sin embargo, OX40mAb24 se une especifi camente
a 0OX40 humanay noreconoce OX40 de raton. Este esp ecificidad

se empled para identificar el epitopo de OX40mAb24. Se
construyeron dieciocho variantes quiméricas interca mbiando
diversos dominios del dominio extracelular de OX40 de ratén
en OX40 humana (KO/variantes de pérdida de funcién) o de
OX40 humana en OX40 de raton /Kl/variantes de ganan cia de
funcion) (Figura 31). Todas las variantes codificar on un
dominio de transmembrana para la expresion en la su perficie
celular de la proteina quimérica. Las caracteristic as de
unién de OX40mAb24 a estas variantes se analizaron por

citometria de flujo.
El epitopo de OX40mAb24 se mapeo al dominio CRD3 de
OX40 humana intercambiando dominios individuales en tre OX40

humanas y de raton. La union de OX40mAb24 a OX40 h umana se
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abolié cuando se reemplaza el dominio CRD3 humano p
homologo de ratén (KO_CRD3 y KO _CRD3-4) (Figura 32A
reemplazo de los otros dominios de CRD humanos con
de raton no afecto a la union de OX40mAb24(KO_CRD1,
y KO_CRD4+enlazador). Ademas, el injerto del domi
humano en OX40 de ratdn condujo a la union de OX40m
(KI_CRD3). Todas las variantes se expresaron tal co
vigilaron por parte de anticuerpos policlonales OX4
humanos y de raton (Figura 32A-C). El mAb potencia
OX40mAb24, 9B12, también se caracterizo en el estud
union. 9B12 mostré los mismos perfiles de union a e
variantes que OX40mAb24, sugiriendo que ambas IgGs
reconocen el mismo epitopo del dominio CRD3.

Ademas, residuos de epitopo criticos Leu
identificaron en el dominio CRD3 mutando los aminoa
que son diferentes entre OX40s humana y de ratén. C
aminodcidos, incluyendo Ala
(Figura 30) en el dominio CRD3 humano se mutaron a
correspondientes residuos de raton o Ala como amino
individuales o combinaciones diferentes (Figura 31)
unién de OX40mAb24 se abolié cuando se reemplazaban

residuos Leu 116 y Ala 126 por los homélogos de ratdn

(KO _L116+A126)  Ademas, las variantes Kl/ganancia de funcion

confirmaron la importancia de estos dos residuos cr

El injerto de Leu

ratdn condujeron a la union de OX40mAb24.
10.5 Conclusiones

El epitopo OX40mAb24 se mapeo en el dominio CRD3 de

OX40 humana utilizando variantes quiméricas humanas
con residuos criticos Leu

a todas las variantes entre OX40mAb24 y su 9B12 par

111’ Leu 116’ Pro 121’ A|a

116 Ala 126 0o la combinaciéon en OX40 de
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or el

-C). El
regiones
KO_CRD2
nio CRD3
Ab24

mo se

0 anti-

| de

io de

stas

116 y A|a 126 ge

cidos

inco

126 y Asp 137

los
acidos
. La
los

fticos.

[raton,

116 y Ala 126, Los perfiles de union

ental



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 - 223 -

son idénticos, indicando que reconocen el mismo epi
OX40 humana.

EJEMPLO 11: Actividad farmacocinética del Anticuerp

Quimeérico IgG2a OX40 Anti-Ratén de Rata/Raton Clon

Ratones Naif y en Ratones Portadores de Tumores Sin

OX86 es un anticuerpo IgG1 anti-mOX40 de rata que s

une a y desencadena la sefalizacion de MOX40 (al-Sh

et al , 1996), y tiene actividad anti-tumoral en modelos

cancer en ratones inmunocompetentes (Weinberg et al

Para estudiar mas a fondo los efectos del agonismo
utilizando un anticuerpo sustituto de raton con pro
funcionales similares a OX40mAb24, este ejemplo uti
anticuerpo de la quimera lgG2a anti-mOX40 de rata/r
descrito en el Ejemplo 9. Sin embargo, es posible
algunas paralelas entre las especies, por ejemplo m
IgG1 humana se consideran a menudo de funcidon equiv
ya que ambos

isotipos son capaces de unir multiples

receptores Fc vy, son capaces de la unién del receptor Fc
alta afinidad y son capaces de desencadenar ADCC y
Clg humana, un requisito previo para la citotoxicid
dependiente del complemento (CDC) por la via clasic
complemento (Stewart et al
El migG2a OX86 se une a OX40 de ratén (véase el Eje
y se utiliz6 como un sustituto del agonista OX40 de
para OX40mAb24.

En este ejemplo, se estudia la capacidad de migG2a
de inducir células T en ratones naif y portadores d
y de penetrar en el ciclo celular y proliferar. Ade
evaluaron K167 e ICOS como un biomarcador potencial
actividad agonista de OX40 y se investigo. La proli

de células T y la actividad anti-tumoral se determi

. 2014; Dall'Acqua et al

PCT/US2015/054490
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dos modelos de cancer de ratdn singeneicos. Ademas,

finalmente, se determind el papel que juegan los re ceptores
Fcy activantes (receptores Fc y I, 'y IV) y/o inhibidores
(receptor Cf y lIb) en la actividad invivo  de migG2a OX86.

11.1 Materiales y Métodos

11.1.1 Recepcion e ldentificacion de los Animales

Ratones BALB/c Fcgr2b o Fcerlg - y C57BL/6 Fcgr2b -

o Fcerlg * de tipo salvaje de 6-8 semanas de edad fueron
recibidos en Medimmune de Harlan Laboratories, Inc.
(Indianapolis, IN o Charles River Laboratories (Rei
Unido)) y se dejo que se aclimataran durante <15 di B
de comenzar el estudio. Después, a los ratones se |
implantaron transpondedores de microchip para ident
ratones individuales.

11.1.2 Alojamiento

Los animales fueron tratados de forma humanitaria y
alojados de acuerdo con protocolos aprobados por el
para el Cuidado y Uso de Animales Institucional (EE
la el Ministerio del Interior (Reino unido) en las
instalaciones de Fuentes de Animales de Laboratorio
y en la Unidad de Ciencias Biolégicas (Reino Unido)
Medimmune, una Asociacion para la Acreditacion de A
de Cuidado de Animales de Laboratorio en las Instal
licenciadas por el Departamento de Agricultura de E
Unidos. Los animales se mantuvieron en unidades de
aislador estériles , se les proporcion6 un lecho es
alimentos y agua potable acidificada (EE.UU.) o agu
grifo (Reino Unido) ad libitum. Las condiciones amb
fueron las normalizadas (temperatura ambiente: 20°C
(EE.UU.) 0 21°C % 1°C (Reino Unido); humedad relati
+ 10% (EE.UU.) 0 55 + 10% (Reino Unido); ciclo de 1

no
as antes
es

ificar

Comité
UU.)y

(EE.UV.)
en
nimales
aciones
stados
micro-

téril y
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+ 1°C
va: 50%
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de luz-oscuridad). Los animales fueron vigilados di ariamente
en cuanto a signos clinicos adversos y bi-semanalme nte en
cuanto al peso corporal. En caso de notar paralisis de las
extremidad posteriores, estrés respiratorio, pérdid adel 20%
de peso corporal, o volumen tumoral mayor de 2000 m n®, los
animales se sacrificaron inmediatamente de forma hu mana por
dislocacion cervical o asfixia con CO 2.

11.1.3 Establecimiento de Tumores Singeneicos

La linea celular CT26 (carcinoma de colon de ratén) se
obtuvo de ATCC, Manassas, VA, y la linea celular MC A 205
(sarcoma de tejido blando de ratén quimicamente ind ucido) se
obtuvo de Providence Céancer Center, Portland, OR. Ambas
lineas celulares se mantuvieron en medio RPMI 1640 + FBS al

10% a 37 °C, 5% de CO .

Se establecieron aloinjertos mediante inyeccion

subcutidnea de 5.0 x 10 5 células CT26, resuspendidas en 0.1
mL de PBS, en el flanco derecho de ratones BALB/c d e7a9
semanas de edad de tipo salvaje, Fcgr2b 1 oFcerlg + .También
se establecieron aloinjertos mediante inyeccion SC de 2.5 x
105 células MCA205 , resuspendidas en 0.1 mL de PBS, e n el
flanco derecho de ratones C57BL/6 de 7 a 9 semanas de edad
de tipo salvaje, Fcgr2b - oFcerlg -

11.1.4 Aleatorizacién, Designacion de Grupos y Nive les
de Dosis

En este estudio se utilizaron ratones hembras BALB/ cde
tipo salvaje (n=70), Fcgr2b 1 (n=36) o Fcerlg 1+ (n=36) y
ratones hembras C57BL/6 Fcgr2b 1 (n=36) o Fcerlg 1 (n=36).
Todos los ratones fueron asignados aleatoriamente a los
grupos de tratamiento. Las designaciones de grupos, elnimero
de animales, los niveles de dosis y el programa de dosis se

presentan en la Tabla 11-1, Tabla 11-2, y Tabla 11- 3. Todos
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los articulos de ensayo y articulos de control fuer on
administrados por via intraperitoneal (IP). No hubo
sustituciones de animales.

Animales de cada uno de los grupos fueron sacrifica dos
cuando los volimenes de los tumores alcanzaron
aproximadamente 2000 mm 3 o cuando los tumores se volvieron
ulcerados o necraoticos.

Tabla 11-1 Designacion de Grupos y Niveles de Dosis de
Ratones BALB/c Naif
i Programa .
Numero Nivel
de la
de _ _ de
Grupo . Tratamiento dosis ) ROA
animales ) dosis
(dia del
(M/F) . (mg/kg) *#
estudio)
7(F),7 Solucion
1,9 _ 1 NA IP
(P salina
Control
7(F),7 isotipo
3,11 ) g 1 20 IP
(F) (NIP228
IgG2a)
4,12 7(F) 0OX86 mlgG2a 1 20 IP
7(F),7
5,13 0OX86 migG2a 1 2 IP
(F)
7(F),7
6, 14 0OX86 migG2a 1 0.2 IP
(F)

F = hembra; M = macho; NA = no aplicable; IP =
intraperitoneal; ROA = via de administracion; OX86 migG2a =
variante de OX86 de anticuerpo monoclonal IgG2a OX4 0 anti-

raton de raton
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volumen ajustado al peso corporal; 10 mL/kg para to dos los
otros grupos.
Tabla 11-2 Designacion de Grupos y Niveles de Dosis en el
Modelo Singeneico de CT26
Raton Program
. Raza adela Nivel
NUmero _
. dosis de
Grup de Tratamient ) _ RO
) (dia dosis
o] animale o] del (ma/ka) A
e m
s (M/F) _ I
estudio a
)
1 8 (F) Ninguno NA NA I
Control
Balb/c (OX86
2 8 (F) 4,7 2.5 IP
Fcgr2b migG1
- D265A)
OX86
3 8 (F) 4,7 2.5 IP
mlgG2a
4 8 (F) Ninguno NA NA I
Control
Balb/c (OX86
5 8 (F) 4,7 2.5 IP
Fcerlg migG1l
- D265A)
OX86
6 8 (F) 4,7 2.5 IP
mlgG2a
F = hembra; M = macho; NA = no aplicable ya que los
animales no fueron tratados; IP = intraperitoneal, ROA =via
de administracion; OX86 migG2a=regiones variables decadena
ligera y cadena pesada anti-OX40 de rata del clon O X86 con

regiones constantes de IgG2a de raton.
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a \Volumen de la dosis: 0.2 mL.

Tabla 11-3 Designacion de Grupos y Niveles de Dosis en el
Modelo Singeneico de MCA205
Raton Program
] Raza adela Nivel
NUmero _
) dosis de
Grup de Tratamient ) _ RO
) (dia dosis
0 animale 0 del (ma/ka) A
e m
s (M/F) _ I
estudio a
)
1 8 (F) Ninguno NA NA IP
Control
C57BL/
(OX86
2 8 (F) 6 4,7 7.5 IP
migG1l
Fcgr2b -
A D265A)
0OX86
3 8 (F) 4,7 7.5 IP
mlgG2a
4 8 (F) Ninguno NA NA IP
Control
C57BL/
(OX86
5 8 (F) 6 4,7 7.5 IP
migG1l
Fcerlg -
N D265A)
0OX86
6 8 (F) 4,7 7.5 IP
mlgG2a
F = hembra; M = macho; NA = no aplicable ya que los
animales no fueron tratados; IP = intraperitoneal, ROA =via
de administracion; OX86 migG2a=regiones variables decadena
ligera y cadena pesada anti-OX40 de rata del clon O X86 con

regiones constantes de IgG2a de raton.

a Volumen de la dosis: 0.2 mL.
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11.1.5 Mediciones de los Tumores
Los tumores se midieron mediante calibrado dos vece S
por semana Yy los volimenes de los tumores se calcul aron

utilizando la siguiente formula:

volumen del tumor = [longitud (mm) x anchura (mm) 2] /2

en donde la longitud se definio como el lado mas la rgo
y la anchura como el lado méas pequefio perpendicular a la
longitud.

Los efectos antitumorales de cada grupo se expresar on
comoinhibiciéndel crecimientotumoral (TGI), que secalculo

de la siguiente forma:

% TGI=(1-[Vmediodeltumordel grupodetratam iento]
+ [V medio del tumor del grupo control]) x 100

11.1.6 Recogida de Tejido y Aislamiento de Células
Individuales

11.1.6.1 Preparacion de Globulos Rojos de Ratdn par ael
Andlisis por Citometria de Flujo

Tampon de lisis de glébulos rojos (RBCL) (2 mL) se

afadi6 a sangre (50 pyL) y se incub6 durante 5 min. Los
volimenes obtenidos de sangrado in vivo oscilaban e ntre 20
ML y 50 pL. Los sangrados terminales eran 50 pL. A cada una
de las muestras se afiadio RPMI + suero bovino fetal (FBS) al
10% (8 mL). Las células en cada una de las muestra S se
sedimentaron (300 x g, 5 min) y luego se resuspendi eron en
0.3 mL de Tampdn Flow. Suspensiones de células (200 uL) se
afiadieron a cada uno de los pocillos de una placa d e fondo
redondo de 96 pocillos para la tincibn con anticuer po
fluorescentes. Muestras agrupadas se utilizaron par a los
controles no tefidos, la tincibn con un solo anticu erpo,

tincion con el isotipo y tincibn con el anticuerpo

fluorescencia-menos-uno (FMO).
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11.1.6.2 Ganglios Linfaticos de Drenaje de Ratén y

Aislamiento del Bazo y Generacion de Suspensiones d e Células
Individuales para el Analisis por Citometria de Flu jo

Los bazos se colocaron en 10 mL de RPMI + disolucio n 1X
Pen/Strep y se hicieron pasar a traves un filtro ce lular de
40 pum. Las muestras se sedimentaron (300 x g, 5 min )y luego
se resuspendieron en 1 mL de tampon RBCL durante 3 min. A
cada una de las muestras se afladié RPMI + FBS al 10 % (9 mL).
Las suspensiones de células se sedimentaron (300 x g, 5 min)
y se resuspendieron en 1 mL de tampon Flow. Suspens iones de
células (100 pL) se afadieron a cada uno de los poc illos de
una placa de fondo redondo de 96 pocillos para la t incion
con anticuerpo fluorescentes. Muestras agrupadas se
utilizaron para los controles no tefiidos, la tincio n con un
solo anticuerpo, tincion con el isotipo y tincion ¢ on el

anticuerpo FMO.

11.1.6.3 Preparacion de una Suspension de Células
individuales de Tumores de Raton para el Analisis p or
Citometria de Flujo

Los tumores se escindieron asépticamente de ratones

eutanizados, teniendo cuidado en evitar recoger tej ido
conjuntivo o piel, y se dispusieron en colagenasa d iluida
con solucion salina equilibrada de Hanks en una pla cade 6
pocillos. Para aumentar la eficacia del proceso de digestiéon
enzimatico, cada uno de los tumores se desmenuzd co n un
bisturi o un pequefio para de agujas afiladas en tro Z0S Mas
pequefnos. Los tumores desmenuzados se transfirieron a tubos
conicos de 15 mL y se colocaron en una plataforma a gitadora
para la incubacion a 37°C durante 20-30 minutos. A cada una
de las muestras se afiadieron cinco mL de RPMI + FBS al 10%

para desactivar la colagenasa y mantener la viabili dad de
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las células inmunes. Las muestras se hicieron pasar através

de un filtro de células de 70 uM y se colocaron en tubos
conicos de 50 mL. Para el recuento se separ0 una pa rte
alicuota de cada una de las muestras. La cantidad r estante
de muestra se sedimenté en una centrifuga a 330 x g y se

resuspendio en tampén FACS (PBS + FBS al 2%) a una

concentracion de 1x10 7 células por mL.

11.1.7 Andlisis por Citometria de Flujo

11.1.7.1 Analisis de Tejidos de Ratones no portador es
de Tumores

Suspensiones de células individuales de globulos ro jos
0 células del bazo se sedimentaron (300 x g, 5 min) , Se
resuspendieron en 50 uL de solucion de Bloqueo Fc ( 1:50), se
diluyeron en tampon eBiosciences Flow y se incubaro n durante
10 min en hielo. Cincuenta microlitros de anticuerp oS
marcados de forma fluorescente (disolucion patrén 2 X) se
afadieron a cada una de las muestras (volumen final 100 pL).

Disoluciones de tinciobn de anticuerpos individuales

(extracelulares) se afadieron a razén de 1 uL por p ocilloy
mezclas de células/anticuerpos se incubaron durante 30 min
en hielo. Las células se sedimentaron (300 x g, 5 min), se
lavaron dos veces (200 pL de tampdn Flow por pocill 0, 300 x
g, 5 min), se resuspendieron en 50 pL de tampdén Fix /Penn
(una parte de concentrado atres partes de diluyent e)yluego

se incubaron durante la noche a 4°C en la oscuridad

Las células tratadas se lavaron dos veces en Tampon de
Permeabilizacion 1X (diluido en agua). Anticuerpos de
marcaje intracelular se diluyeron en Tampon de
Permeabilizacion (100 pL por pocillo) y se afadiero n alas

células, que después se incubaron a temperatura amb iente en
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la oscuridad durante 30 minutos. Anticuerpos para | atincion
de marcadores individuales (intracelular) se afiadie ronalas
células a razén de 1 pL por pocillo en 100 pL de Ta mpon de
Permeabilizacion y se incubaron durante 30 min en h ielo en
la oscuridad. Las células se lavaron una vez en Tam pon de
Permeabilizacion y se resuspendieron en disolucion de
formaldehido al 3.7% (100 pL) antes de ser analizad asenun
citrdmetro de flujo Canto Il (BD Biosciences, San J ose, CA).
11.1.7.2 Analisis de Tejidos de Ratones portadores de
Tumores
11.1.7.2.1 Tincion de la superficie de las células

Cada una de las muestras de células sedimentadas se

resuspendid6 en tampén FACS. Mezclas de anticuerpos

fluorescentes en tampon FACS se afadieron a pocillo S

apropiados y se incubaron durante 20-30 minutos a 4 °Cenla

oscuridad. Las células se lavaron dos veces con Tam pon FACS,

se resuspendieron en Tampon FACS y se analizaron en un

citometro de flujo LSRII (BD Biosciences, San Jose, CA).
11.1.7.2.2 Tincidn intracelular (células fijadas y

permeabilizadas)
Cada una de las muestras de células sedimentadas se

resuspendio en 50 pL de una dilucién 1:500 de color ante azul
fijable por fluorescencia para la discriminacion de células
vivas/no viables, y se incubé durante 15 minutos a 4°Cenla
oscuridad. Las células se lavaron una vez con Tampo n FACS,
se resuspendieron en 30 uL de PBS + suero de ratén normal al
4% que contenia Bloqueo Fcy se incubaron durante 1 5 minutos
atemperatura ambiente. Mezclas de anticuerpos fluo rescentes
en Tampon FACS se afadieron a pocillos apropiados y se
incubaron durante 20-30 minutos a 4°C en la oscurid ad. Las

células se lavaron dos veces con Tampon FACS, se
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resuspendieron en 150 pL de disolucion de trabajo F oxP3
Fix/Pen recientemente preparaday se incubaron a te mperatura
ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Las cé lulas se
lavaron dos veces con Tampdén de Permeabilizacion 1X , se
resuspendieron en 100 uL de Tampodn de Permeabilizac ion 1X

que contenia anticuerpos para tefir los antigenos

intracelulares, y se incubaron a temperatura ambien te
durante 30 minutos en la oscuridad. Las células se lavaron

unavez con Tampon de Permeabilizacion 1X, se resus pendieron

en Tampén FACS y se analizaron en un citdbmetro de f lujo

LSRII.

11.1.8 Métodos Estadisticos
Se utilizo ANOVA de una via para determinar las

diferencias en el volumen medio de los tumores y el

porcentaje medio de células Ki67+ o ICOS+. En el ca so de un
test F significativo, se utiliz6 un test de compara cion
multiple de Dunnett o Sidak (en los casos en que fu era
apropiado). En los casos en los que sea aplicable, se aplicé
una transformacién log en base 10 a los volumenes t umorales
medios paratener en cuentala heteroscedasticidad. Unvalor

p <0.05 se considerd significativo. Se emple6 Grap hPad Prism
6.0 para el andlisis de regresion lineal que genero la mejor
linea de ajuste que mejor predijo Y a partir de X, el nivel
de significancia estadistica de la linea y la bonda d de

ajuste (r  2) de la mejor linea de ajuste determinada.

11.1.9 MATERIALES

Materiales utilizados en este estudio y su fuente s e
enumeran en la Tabla 11-4 y la Tabla 11-5.
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Tabla 11-4 Materiales
Elemento Fuente
Tripsina-EDTA al 0.25% (1X) Life Technologies,
Carlsbad, CA
Tampdn de Permeabilizacion eBioscience, Reino Unido
10 x
Disolucién de formaldehido Sigma-Aldrich, Reino Unido
al 3.7%
Filtros de células de 40 y Corning Life Sciences,
70 pm Tewksbury, MA
Colagenasa tipo 3 Worthington Biochem Corp.,

Lakewood, NJ

Bloque Fc

e

Bioscience, Reino Unido

Suero bovino fetal, activado
por calor

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Concentrado de

Fijacidn/Permeabilizacion

eBioscience, Reino Unido

Diluyente de

Fijacidn/Permeabilizacion

eBioscience, Reino Unido

Tampdn Flow

Bioscience, Reino Unido

Kit FoxP3 Fix/Perm

eBio

science, Reino Unido

Solucién salina tamponada de
Hanks

Life Technologies USA

FBS Irradiado con Gamma e
Inactivado por Calor FBS
para la neutralizacién por
Tampdén RBCL

SASC Biosciences, KS,
EE.UU.

Citometros de Flujo LSRIl y
Canto Il

BD Biosciences, San Jose,
CA

Suero de ratén normal

Jacks

on Labs, Bar harbor,
MA




10

15

20

25

30

WO 2016/057667 -235 - PCT/US2015/054490
Elemento Fuente

Disolucion Pen/Strep Life Tiechnologies UK

Tampon de Permeabilizacion eBiosciences, EE.UU.

PBS, solucion salina
tamponada con fosfato, pH
7.2

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Tampdn de Lisis de Glébulos
Rojos

Sigma, Reino Unido

Medio de Roswell Park
Memorial Institute 1640

Life Technologies,
Carlsbad, CA

Tabla 11-5 Anticuerpos Fluorescentes para Estudios

Citometria de Flujo

Elemento

Fuente

IgG2a anti-CD4 de Rata
conjugado con APC

eBioscience, Reino Unido

mlgG2a anti-MHC2 conjugado
con FITC

eBiosciences USA

IgG2a anti-CD8 de Rata
conjugado con APC-H7

eBioscience, Reino Unido

IgG2a anti-Ki67 de Rata
conjugado con EFluor 480

eBioscience, Reino Unido

IgG2a de Rata control del
isotipo conjugado con APC

eBioscience, Reino Unido

IgGa de Rata control del
isotipo conjugado con APC-H7

eBioscience, Reino Unido

IgG2a de Rata control del
isotipo conjugado con eFluor

eBioscience, Reino Unido

IgG2b de Rata control del
isotipo conjugado con PE

eBioscience, Reino Unido

rigG2a Ki67 conjugado con
PECy7

eBioscience, EE.UU.
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Elemento Fuente
rlgG2a anti-CD4 conjugado Biolegend USA
con BV605
rlgG2a anti-CD8 conjugado Biolegend USA
con BV711
Azul Fijable Life Technologies, EE.UU.
rlgG2a control del isotipo Biolegend USA
conjugado con PECy7

11.2 RESULTADOS

El tratamiento intraperitoneal de ratones naif con el
anticuerpo anti-OX40 IgG2a de raton OX86 (OX86 mlgG 2a)
resultd6 en un incremento dependiente de la dosis
significativo y transitorio en el porcentaje de cél ulas T
CD4+ Ki67+ y CD4+ ICOS+ en la sangre a lo largo del tiempo,
en comparaciéon con ratones tratados con articulos ¢ ontrol
(Figura 33A y C). El porcentaje mas alto de célula s T CD4+
Ki67+ y CD4+ ICOS+ se detectd el Dia 10. Se midid un
incremento significativo en el porcentaje de célula s T CD4+
Ki67+y CD4+ ICOS+ en los bazos de ratones el Dia 1 0 después
delaadministracion de OX86 mligG2aen comparacion c onratones

tratados con articulos control (Figura 33B y D). Se

identifico el Dia 10 wuna correlacion estadisticamen te
significativa y fuerte entre el porcentaje de célul as T CD4+
Ki67+y células T CD4+ ICOS+ en la sangre y el bazo (Figuras
34A 'y 34B).

El tratamiento de ratones naif con el OX86 mlgG2a
resulté en un incremento significativo y transitori o en el
porcentaje de células T CD8+ Ki67+ en la sangre a | o largo
deltiempo, en comparacion conratones tratados con articulos
control (Figura35A). Incrementos en el porcentaje decélulas

T CD8+ ICOS+ en la sangre a lo largo del tiempo (Fi gura 35C)
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y el porcentaje de células T CD8+ Ki67+ en el bazo
(Figura 35B) se detectaron tras el tratamiento con
mlgG2a, pero no eran estadisticamente significativo

se comparaban con el tratamiento con articulos cont
tratamiento de ratones naif con OX86 migG2a indujo
incremento significativo, dependiente de la dosis,
porcentaje de células T CD8+ ICOS+ en en el bazo el
en comparacion con ratones tratados con articulos ¢
(Figura 35D). Se determind una correlacion moderada
significativa entre el porcentaje de células T CD8+
células T CD8+ ICOS+ en la sangre y el bazo (Figura
36B).

El tratamiento con Unico agente de ratones de tipo

salvaje portadores de tumores con OX86 migG2a resul
actividad antitumoral que reduce el crecimiento de
tumores histolégicamente diferentes en comparacion
grupos no tratados y tratados con control del isoti

el Ejemplo 9). El tratamiento con OX86 mlgG2a resul
crecimiento significativamente reducido de tumores

Dia 20 (Figura 38A, Tabla 11-7) en comparacion con
tratamiento con articulos control en ratones C57BL/

modificaron genéticamente para que perdieran la exp

del receptor Fc y inhibidor 1IB (ratones Fcgr2b
tratamiento idéntico de ratones con tumores CT26 re

un crecimiento reducido de tumores que no alcanzaba
significancia estadistica el Dia 18 (Figura 37A, Ta

6) cuando se compara con el tratamiento con articul

en ratones BALB/c Fcgr2b -

del crecimiento, por parte de agente alguno, en rat

BALB/c y C57BL/6 portadores de tumores, genéticamen

modificados para perder la expresion de los recepto

PCT/US2015/054490
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activantes (ratones Fcerlg -, Figura 37C; Figura 38C). En
modelos singeneicos se observa a menudo una respues ta
singeneica. Sin embargo, la respuesta anti-tumoral tras el
tratamiento con OX86 migG2a en las dos diferentes c epas de
ratones inactivados con el receptor Fc y también se puede
discernir de las graficas de crecimiento del tumor en
animales individuales (Figura 37B y D; Figura 38B y D); el
tratamiento con OX86 mlgG2a resultd en la inhibicio n del
crecimiento de tumores CT26 y MCA205 y, en algunos casos,
indujo respuestas completas en ratones Fcgr2b - (Figura 37B;
Figura 38B).

Tabla 11-6 Grupos de Tratamiento y Porcentaje de TG ly

Numero de Respondedores Completos en el Modelo de R aton

Singeneico CT26

Numero de
respondedore
Dosis Cepa % | s completos
Grup | Ensayo/Articul b(mg/kg de TG | de 8ratones
o 2 o del control ) Raton || ¢ d
1 Ninguno NA NA 0
2 Control 2.5 Balb/c NA 0
isotipo mg/kg Fcgr2b
3 0X86 mlgG2a 2.5 - 15 0
mg/kg
4 Ninguno NA NA 0
Isotipo del 2.5 Balb/c NA 0
control mg/kg Fcerlg
6 0X86 mlgG2a 2.5 - < 0
mg/kg 0
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TGl = inhibicion del crecimiento tumoral; NA = no
aplicable; IP = intraperitoneal; V = volumen

a Numero de animales por grupo: 8.

b Todos los animales recibieron 200 ul de articulo de
ensayo IP los dias 4y 7.

¢ % TGl = [1 - (V medio del tumor V del grupo de
tratamiento) + (V medio del tumor de grupo control) ] x 100;
calculado el Dia 18 para ratones Fcgr2b /-y el Dia 16 para
ratones Fcerlg -

d Numero de animales en un grupo con una medida del

volumen tumoral registrada como cero al final del e studio.
Tabla 11-7 Grupos de Tratamiento y Porcentaje de TG | el Dia
20 y Numero de Respondedores Completos en el Modelo de

Raton Singeneico MCA205

NuUmero de
respondedore
Dosis b Cepa % | scompletos
Grupo | Ensayo/Articul (mg/kg de TG | de 8 ratones
a o del control ) Raton | ¢ d
1 Ninguno NA NA 0
. C57BL/
2 Isotipo del 7.5 6 NA 0
control mg/k
e Fcgr2b -
3 0OX86 mlgG2a 7.5 A 95 8
mg/kg
Ninguno NA NA
. C57BL/
Isotipo del 7.5 6 NA
control mg/k
e Fcerlg -
6 0OX86 mlgG2a 7.5 . 35 1
mg/kg
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TGl = inhibicion del crecimiento tumoral; NA = no
aplicable; IP = intraperitoneal; V = volumen

a Numero de animales por grupo: 8.

b Todos los animales recibieron 200 ul de articulo de
ensayo IP los dias 4y 7.

¢ % TGI=[1-(Vtumoral medio del grupo de tratami ento)
+ (V tumoral medio del grupo de control)] x 100

d Numero de animales en un grupo con una medida del

volumen tumoral registrada como cero al final del e studio.

En estudios farmacodinamicos paralelos, el tratamie nto
con OX86 mlgG2a, comparado con articulos de control , provoco
un incremento significativo en el porcentaje de cél ulas T
CD4+ Ki67+ en el bazo (Figura 39A) y células T CD8+ Ki67+ en
la sangre periférica y el bazo, pero no en el tumor (Figura
40A) de ratones Balb/c Fcgr2b - portadores de tumores CT26.

No se detectd un incremento en células T CD4+ o CD8 + Ki67+
en la sangre, el bazo o el tumor de ratones Balb/c Fcerlg
portadores de tumores CT26 tras el tratamiento con 0OX86
mlgG2a, en comparacion con articulos control (Figur a 39B;
Figura 40B).

Adicionalmente, en estudios paralelos, el tratamien to
con OX86 mlgG2a comparado con articulos control res ulté en
un incremento significativo en el porcentaje de cél ulas T
CD4+ Ki67+ en el ganglio linfatico de drenaje, bazo y tumor
(Figura 41A) y de células T CD8+ Ki67+ en el gangli o]
linfatico de drenaje y el bazo (Figura 42A) de rato nes

C57BL/6 Fcgr2b - portadores de tumores MCA205. Incrementos

en el porcentaje de células T CD8+ Ki67+ en el tumo r de
ratones C57BL/6 Fcgr2b /- portadores de tumores MCA205 no
eran estadisticamente significativos (Figura 42A). El

tratamiento con OX86 mlgG2a comparado con articulos control



10

15

20

25

30

WO 2016/057667 - 241 - PCT/US2015/054490

indujo también un incremento significativo en el po rcentaje
de células T CD4+ Ki67+ en el ganglio linfatico de drenaje
y el bazo de ratones C57BL/6 Fcerlg /- portadores de tumores
MCA205 (Figura 41B). También se observd un incremen to
significativo en el porcentaje de células T CD8+ Ki 67+enel
bazo de estos ratones (Figura 42B). No se detectaro n
incrementos significativos en el porcentaje de célu las T
CD4+ Ki67+ en el tumor (Figura 42B) o células T CD8 + Ki67+
en el ganglio linfatico de drenaje o tumor de raton es C57BL/6

Fcgr2b - portadores de tumores MCA205 (Figura 42B).
11.3 CONCLUSIONES

Una dosis unica de OX86 mlgG2a en ratones naif indu jo
un incremento transitorio en la activacion de celul as Ty
una proliferacion tal como se mide por una expresio n
incrementada de ICOS y Ki67, respectivamente. Se en contro
una correlacion lineal significativa del porcentaje de ICOS
y Ki67 en células T CD4+ y CD8+. La actividad antit umoral de
0OX86 mligG2a, medida como inhibicion del crecimiento de
tumores CT26 y MCA205, dependia de laexpresion de receptores
Fcy I, lll y IV activantes, pero no del receptor Fc y lIB
inhibidor. Se observaron incrementos en la prolifer acion de
células T (Ki67) de la sangre periférica, ganglio | infatico
de drenaje y/o bazo en experimentos farmacodinamico S
paralelos en ratones portadores de tumores que expr esaban
los receptores Fc y activantes; se observd alguna
proliferacion de células T en ratones que expresaba n
solamente el receptor Fc yinhibidor. Junto con los resultados
farmacodinamicos de ratones naif, y aunque no se de seaestar
ligado por la teoria, un mecanismo potencial para | a
actividad antitumoral de OX86 mlgG2a es una prolife racion

incrementada de células T (Ki67) periférica e intra tumoral.
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Ademas de ello, la actividad antitumoral de OX86 ml gG2a in
vivo se produce tras la expresion de receptores Fc %
activantes.

EJEMPLO 12: Cambios Farmacodinamicos de Células T e n

Respuesta a la Terapia con OX40mAb24 en Ratones
Inmunocomprometidos a los que se Injertaron Células Madre
Hematopoyéticas Humanas

Este ejemplo investiga se OX40mAb24 puede activar y

expandir células T de la memoria CD4+ y CD8+ humana SO
reducir Tregs humanos en ratones inmunocomprometido S con un
sistema inmune humano reconstituido. OX40mAb24 se s ometio a
ensayo en un sistema con modelos de raton in vivo
reconstituido con células inmunes humanas para dete rminar si

el farmaco tiene efectos inmunomoduladores sobre cé lulas T
humanas.

12.1 MATERIALES Y METODOS
12.1.1 Animales de Ensayo
RatonesNod.Cg- Prkdc scid [I2rg ™mWy/SzJ(NSG) (n=14,edades

23-26 semanas) se obtuvieron de Jackson Laboratory. Los
animales se trataron humanamente y se alojaron de a cuerdo
con los protocolos del Institutional Animal Care an d Use
Committee en la instalacion del Laboratory Animal R esources
en Medlmmune, una instalacién autorizada por la Ass ociation
for Animal Accreditation of Laboratory Animal Care y el
departamento de agricultura de Estados Unidos. Los animales
se mantuvieron en unidades de microaislamiento esté riles,
provistos de cama y alimento, y agua de bebida acid ificada

a voluntad. Las condiciones ambientales fueron Ias
normalizadas (temperatura ambiente: 20°C = 1°C; hum edad

relativa: 50% + 10%; ciclo de luz-oscuridad 12 hora s) Los
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animales se vigilaron diariamente en cuanto a signo sclinicos
adversos durante el curso del estudio.
12.1.2 Farmacodinamica de 0OX40mAb24 en Ratones

Injertados con HSC (Humanizados)

12.1.2.1 Establecimiento de Ratones Injertados con HSC
Humano

Ratones injertados con HSC CD34+ humano se adquirie ron
de Jackson Laboratory. Los ratones se generaron com 0 sigue:
células CD34+ humanas agrupadas de mdultiples donant es de
sangre del cordon umbilical se aislaron y se inyect aron por
via intravenosa en la vena de la cola de ratones No d.Cg-
Prkdc scid 112rg mWy/SzJ (NSG). A las 12 semanas después del
injerto, se tomaron muestras de la sangre periféric a de los
ratones y se lisaron con tampdn de lisis de glébulo S rojos
Pharm Lyseyluego se analizaron mediante citometri adeflujo
en cuanto a células CD45, CD19 y CD3 positivas huma nas para
determinar el grado de injerto de células inmunes h umanas en
los ratones. Ratones injertados con éxito con 25% 0 Mas
células inmunes humanas CD45+ de los glébulos rojos viables
totales fueron subsiguientemente transportados a Me dimmune.

12.1.2.2 Enfrentamiento al Antigeno y Tratamiento c on

OX40mAb24 de ratones injertados con HSC humanas

El injerto sostenido de células inmunes humanas en

ratones NSG fue confirmado mediante citometria de f lujo a
las 22 semanas post-inyeccion de células CD34 human as,ya
las 23 semanas los ratones fueron dispuestos en 3 g rupos que
se dejaron sin tocar o recibieron tratamiento (Tabl al2-1).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje medio de injerto de células CD45+ humana S entre
los grupos de tratamiento finales en la semana 22 a ntes del

comienzo del experimento. El Grupo 1 consistia en 4 ratones
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y no recibié inmunizacion subcutanea (SC) de hemoci

- 244 -

lamprea bocallave (KLH) ni administracién de anticu

Grupo 2 consistia en 5 ratones y recibié 300 pg/50

y 50 uL de adyuvante completo de Freund (CFA) end

deinyeccion SCindependientes. Este grupode raton

también 2 mg/kg de anticuerpo control de isotipo hl

administrados por via intraperitoneal (IP), un dia

de lainmunizacion con KLH. El Grupo 3 consistiaen

y recibié inmunizacion SC con KLH/CFA tal como se d

arriba. Ademas, a los ratones se les administro ta

dia mas tarde una dosis Unica IP de 2 mg/kg de OX40

dia de

inmunizacion (pre-tratamiento) y siete dias mas tar

tratamiento), se obtuvo sangre entera a través de s

retro-orbital y las células se inmunofenotiparon y

mediante citrometria de flujo.

Tabla 12-1 Grupos Experimentales, Injerto de Célula

Humanas y Tratamiento

PCT/US2015/054490

anina de
erpos. El
uL de KLH
0s sitios
esrecibio
gG1,
después
Sratones
escribe
mbién un
mAb24. El

inmunizacion SC con KLH/CFA, antes de la

de (post-
angrado

contaron

s CD45+

Células CD45+
Humanas en
forma de
un Porcentaje
de Células CD45

Humanas Mas

de Raton
Viables 2 Tratamiento P
- Semana 22 - Semana 23
Numero de post- post-
Grupo Raton injerto con HSC injerto con HSC
1 1-1 4575 39.5 Ninguno
1 1-2 4576 68.3 Ninguno




10

15

20

25

30

WO 2016/057667

- 245 -

PCT/US2015/054490

Células CD45+
Humanas en
forma de
un Porcentaje
de Células CD45

Humanas Mas

de Raton
Viables 2 Tratamiento P
- Semana 22 - Semana 23
Numero de post- post-
Grupo Raton injerto con HSC injerto con HSC
1 1-3 4577 20.9 Ninguno
1 1-4 4578 23.8 Ninguno
inmunizacion +
2 2-1 4579 29.6 con KLH
NIP228 hulgG1
inmunizacion +
2 2-2 4580 21.7 con KLH
NIP228 hulgG1
inmunizacion +
2 2-3 4581 27.8 con KLH
NIP228 hulgG1
inmunizacion +
2 2-4 4582 50.3 con KLH
NIP228 hulgG1
inmunizacion +
2 2-5 4583 32.5 con KLH
NIP228 hulgG1
inmunizacion +
3 3-1 4584 15.4 con KLH

OX40mAb24
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Células CD45+
Humanas en
forma de
un Porcentaje
de Células CD45
Humanas Mas

de Raton
Viables 2 Tratamiento P
- Semana 22 - Semana 23
Numero de post- post-
Grupo Raton injerto con HSC injerto con HSC
inmunizacion +
3 3-2 4585 44.3 con KLH
OX40mAb24
inmunizacion +
3 3-3 4586 20.3 con KLH
OX40mAb24
inmunizacion +
3 3-4 4587 16.3 con KLH
OX40mAb24
inmunizacion +
3 3-5 4588 25.6 con KLH
OX40mAb24

Hu = humano; KLH = hemocianina de lamprea bocallav

HSC = células madre hematopoyeéticas.

a Células CD45+ humanas determinadas por citometria

flujo; b

bocallave mas adyuvante completo de Freund.

inmunizacion con KLH, hemocianina de lamprea
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12.1.2.3 Analisis de Células Inmunes por Citometria
Flujo

Las células se inmunofenotiparon por citometria de
flujo utilizando un protocolo de union de anticuerp
sangre entera. En sintesis, sangre entera anti-coag
EDTA aunvolumen constante se afiadi6 a pocillos de
de pocillos profundos y a las células se afadié una
patrén de tincion de células T para unir los antige
superficies de las células. Después de lavados en t
FACS (PBS, pH 7.2 mas suero de ternero recién nacid
inactivado por calor al 2%), glébulos rojos (RBC) s
utilizando tampon de lisis 1X RBC, y las células se
y permeabilizaron utilizando el kit EBiosciences Fi
Perm de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Posteriormente, mAbs anti-FoxP3 y anti-Ki67 se unie
células. Las células se lavaron utilizando tampén 1
perm, se re-suspendieron en tampén FACS y los event
analizaron utilizando un citometro de flujo LSRII.
estdndares de la citometria de flujo (FCS) brutos s
analizaron utilizando el software FlowJo, y las pob
de células se identificaron después de la discrimin
células vivas/muertas y la separaciéon de dobletes y
celulares. Después de sincronizar las poblaciones d
T CD4+ y CD8+, las células T de la memoria se deter
mediante el perfil de expresion CD45RA y CCR7 con ¢
naif definidas como CD45RA+/CCR7+, células T efecto
(Teff) como CD45RA+/CCR7-, células T de la memoria
(Tem) como CD4SRA-/CCR7-y células T de la memoria
(Tcm) como CD45RA-/CCR7+. Las Tregs se definieron c

células CD4+/FoxP3+.

PCT/US2015/054490

de

os de
ulada con
unaplaca
mezcla
nos alas
ampon
0
e lisaron
fijaron

x and

ron alas

X fix and
0S se

Los datos

laciones
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desechos
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minaron
élulas T
ras
efectoras
central
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12.1.2.4 Métodos estadisticos

Para representar graficamente y analizar
estadisticamente los datos se utilizé el software G raphPad
Prism para Windows (version 6.03).

Se utilizé el test de comparaciones multiples ANOV Ade
una via con andlisis post-test de Turkey para compa rar
diferencias entre medias de grupo experimentales. E n el caso

de un test F significativo, se utilizdé un test de

comparaciones multiples de Sidak. Un valor p menor

se considero significativo.
12.1.3  Materiales

Los materiales utilizados en este estudio, y su fue

se relacionan en la Tabla 12-2.

Tabla 12-2

que 0.05

nte,

Elemento

Fuente

CCR7 APC clon 150503 anti-

humano

R&D Systems, Minneapolis,
MN

CD14 APC clon M5E2 anti-humano

Biolegend, San Diego, CA

CD16 PE clon 1243 anti-humano

Bioleg

end, San Diego,

CA

CD25 FITC clon M-A251 anti-

humano

Biolegend, San Diego, CA

CD3 FITC clon UCHT1 anti-

humano

Biolegend, San Diego, CA

CD4 BV605 clon RPA-T4 anti-

humano

Becton Dickinson, San
Jose, CA

CD56 FITC clon HCD56 anti-

humano

Biolegend, San Diego, CA

CD8 PE-CF594 clon RPA-T8 anti-

humano

Becton Dickinson, San
Jose, CA

CD19 APC clon HIB19 anti-

humano

Biolegend, San Diego, CA
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Elemento

Fuente

CD19 PE-CF594 clon HIB19 anti-

Becton Dickinson, San

humano Jose, CA
CD45 PE clon HI30 anti-humano Bioleqend, San Diego, CA
CD45 PE clon HI30 anti-humano  Biolegend, San Diego, CA

FoxP3 PE clon PHC101 anti-

humano

eBioscience, San Diego,
CA

HLA-DR BV421 clon 3G8 anti-

humano

Biolegend, San Diego, CA

Ki67 FITC clon B56 anti-humano

Becton Dickinson, San
Jose, CA

CD16/32 PE-Cy7 anti-ratén

Bioleg

end, San Diego, CA

CD45 PE-Cy7 clon 30F11 anti-

raton

Biolegend, San Diego, CA

Adyuvante completo de Freund
(CFA) Difco ™

Becton Dickinson, San
Jose, CA

Lit EBiosciences Fix and Perm

EBioscience, San Diego,
CA

Software FlowJo

Flo

wJo, Ashland, OR

Factor FoxP3/de Transcripcion
Concentrado y Diluyente de

Fijacidn/Permeabilizacion

eBioscience, San Diego,
CA

Software Graphpad Prism, v
6.03

Graphpad Software, San
Diego, CA

Suero de ternero fetal recién

nacido inactivado por calor

Life Technologies,
Frederick, MD

Hemocianina de lamprea

bocallave

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA

Colorante Azul Fijable

Live/Dead 0O

Life Technologies,
Frederick, MD
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Elemento Fuente

Citometro de flujo LSR Il BD Biosgiences, San Jose,

CA
Control de isotipo APC de eBioscience, San Diego,
lgG2a de raton CA
Control de isotipo BV421 de Biolegend, San Diego, CA
IgG2b de ratén
Control de isotipo FITC de Biolegend, San Diego, CA
IgG1 de raton
Solucion salina tamponada con Life Technologies,
fosfato (PBS), pH 7.2 Frederick, MD
Control de isotipo PE- CF594 de | Becton Dickinson, San
IgG1 de rata Jose, CA
Control de isotipo PE de IgG2a eBioscience, San Diego,
de rata CA
Control de isotipo PE-Cy7 de Biolegend, San Diego, CA

IgG2a de rata

12.2 RESULTADOS

Anticuerpo control OX40mAb24 o hulgG1 se administro un
dia después de la inmunizacion con KLH. OX40mAb24 d io como
resultado una reduccion estadisticamente significat ivaenel
porcentaje de Treg en la sangre periférica después de seis
dias con relacion al grupo al que se administré ant icuerpo
control de isotipo hulgGl (p = 0.019, ANOVA de una via;
Figuras 43A y 43B). No se observaron diferencias en los
porcentajes de Tregs entre grupos de tratamiento an tesdela

inmunizacion y administracion de anticuerpos.

Ademas de una disminucion significativa en el
porcentaje de Tregs en la sangre periférica, habia un
incremento estadisticamente significativo en la rel acion

Tem:Treg de CD4+ después de tratamiento con OX40mAb 24 con
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relacion al control emparejado en isotipo hulgG1 (p =0.042)
y tendencias a incrementos significativos para rela ciones
totales CD4+:Treg (p = 0.051), CD4+ Teff:Treg (p = 0.10) y
CD4+ Tem:Treg (p = 0.069) (Figuras 44A-D). Igualmen te, se
observé una tendencia a una significancia para un i ncremento
en la relacion CD8+ Teff:Treg (p = 0.064) en la san gre
periférica de ratones tratados con OX40mAb24 con re lacion a
la de ratones tratados con control de isotipo hulgG 1 (Figuras
45A-B).

CD25 (receptor de IL-2) esta supra-regulado en célu las
T tras la activacion y se considera un marcador de células
T recientemente activadas. Incrementos en el porcen taje de
células T CD8+ CD25 positivas se observaron para el grupo de

tratamiento con OX40mAb24 con relacion al grupo de

tratamiento de hulgGl para CD8+ totales (p = 0.038) CD8+
efectoras (p = 0.076) y para células T CD8+ de la m emoria
efectoras (p = 0.040) (Figuras 46A-C). Por lo tanto , €l
agonismo de OX40 por parte de OX40mAb24 activd célu las T

CD8+ con relacion al anticuerpo control.
12.3 CONCLUSIONES

En ratones injertados con células inmunes humanas, el
tratamiento con OX40mAb24 tras lainmunizacion con antigenos
resulto en células Treg periféricas disminuidas con respecto
a ratones que recibieron anticuerpo control IgG1 hu mano.
Igualmente, la relacion de células T CD4+ totales, efectoras
y de la memoria, y células T CD8+ efectoras con res pecto a
células Treg también se incrementd en la sangre per iférica
de ratones que recibieron OX40mAb24 en comparacion con los
que recibieron anticuerpo control hulgG1l. Finalment e, el
porcentaje de células T CD8+ que expresan CD25 en | a

superficie dela célulaseincrementd despuésdelt ratamiento
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con OX40mAb24, indicando una induccion por OX40 de la
activacion de células T CD8+ periféricas.

TABLA DE SECUENCIAS

PD
ED

KFP

L
/SS

SEQ
ID | Descripci
NO on Secuencia
1]|9B12 VL DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQK
GTVKLLIYYTSKLHSGVPSRFSGSGSRTDYSLTITDLDQ
IATYFCQQGSALPWTFGQGTKVEIK
2 | LCDR1 RASQDISNYLN
3 | LCDR2 YTSKLHS
4 | LCDR3 QQGSALPWT
5(9B12 VH EVOLQESGPSLVKPSQTLSLTCSVTGDSFTSGYWNWIR
GNRLEYMGYISYNGITYHNPSLKSRISITRDTSKNHYYL(
NSVTTEDTATYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
6 | HFW1 QVOQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFS
7 | Variante QVOQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFS
HFW1
8 | HCDR1 SGYWN
HFW2-XXX | WIRXoHPGKGLEXX48G; en que X 39 es Q o K,
Xs7esWoYyX sesloM
10 | Variante WIRQHPGKGLEWIG
HFW?2
11 | Variante WIRKHPGKGLEYMG
HFW?2
12 | Variante WIRKHPGKGLEWIG
HFW?2
13 | Variante WIRKHPGKGLEYIG
HFW?2
14 | HCDR2 YISYNGITYHNPSLKS
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SEQ
ID | Descripci
NO on Secuencia

15 | Variante YISYNAITYHNPSLKS
HCDR2

16 | Variante YISYSGITYHNPSLKS
HCDR2

17 | HFW3-XXX | RITINX 7:DTSKNQSLQLNSVTPEDTAVYXCAR;, ,

enque X 71esPoR, X mesFoYyX o1 €sY
oF

18 | Variante RITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
HFW3

19 | Variante RITINRDTSKNQYSLQLNSVTPEDTAVYFCAR
HFW3

20 | Variante RITINRDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
HFW3

21 | Variante RITINRDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYFCAR
HFW3

22 | Variante RITINRDTSKNQYSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
HFW3

23 | Variante RITINPDTSKNQYSLQLNSVTPEDTAVYFCAR
HFW3

24 | Variante RITINPDTSKNQYSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
HFW3

25 | HCDR3 YRYDYDGGHAMDY

26 | Variante YKYDYDAGHAMDY
HCDR3

27 | Variante YKYDYDGGHAMDY
HCDR3

28 | HFW4 WGQGTLVTVSS
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SEQ
ID | Descripci
NO on Secuencia
29 | OX40mAb DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWYQQKPG
VL KAPKLLIYYTSKLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPED
FATYYCQQGSALPWTFGQGTKVEIK
30 | Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWYQQKPG
ligera de KAPKLLIYYTSKLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPED
OX40mAb FATYYCQQGSALPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPEDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC
31 | ADN de | GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCCAG
cadena CGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCAGCCAGG
ligera de ACATCAGCAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGC
OX40MADb AAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCAGCAAGCTGCA
CAGCGGCGTGCCCAGCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCCGGCA
CCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGAC
TTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCTCCGCCCTGCCCTG
GACCTTTGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCGTACGG
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAA
TAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGG
ATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACA
GAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCAC
CCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCT
ACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTC
ACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT
32 | OX40mAb DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWYQQKPG
VL-hu2 KAVKLLIYYTSKLHSGVPSRFSGSGSRTDYTLTISSLQPED

FATYYCQQGSALPWTFGQGTKVEIK
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SEQ
ID
NO

Descripci
on

Secuencia

33

OX40mAb5
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEWIGYISYNGITYHNPSLKSRITINPDTSKNQFSL(Q
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

34

OX40mAb5
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGCAG(C
GGCAAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCAGCTAC
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCCCGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

RQHP
L

VSS
CAAGCC
5CGGCA
CACCCC
LAACGG
CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT

35

OX40mAb8
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEWIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQFSL(
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

36

OX40mAb8V
H DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCAGCTACQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGCG
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
LAACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

37

OX40mAb13
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFSSGYWNWI
GKGLEYMGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSL
NSVTPEDTAVYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP

QL
VSS
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SEQ
ID
NO

Descripci

on

Secuencia

38

OX40mAb13
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATGGGCTACATCAGCTAC
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTTC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGACA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT

39

OX40mAb14
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFSSGYWNWI
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

40

OX40mAb14
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTTC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGACA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT

41

OX40mAb15
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFSSGYWNWI
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQFSLQ
NSVTPEDTAVYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

42

OX40mAb15
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG

CAAGCC
5CGACA
LACCCC
AACGG
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTTC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

43

OX40mAb16
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFSSGYWNWI
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

44

OX40mAb16
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT

RKHP
L
VSS
CAAGCC
5CGACA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

45

OX40mAb17
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGDSFSSGYWNWI
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQFSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

46

OX40mAb
VH17 DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC

CAAGCC
5CGACA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
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CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

[GGACT

a7

OX40mAb18
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINPDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

48

OX40mAb18
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCCCGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTTC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT

49

OX40mAb19
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

50

OX40mAb19
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTTC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
L TGCGC
[GGACT
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51

OX40mAb20
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

52

OX40mAb20
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

RKHP
L
VSS
CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

53

OX40mAb21
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINPDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

54

OX40mAb21
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCCCGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

55

OX40mAb22
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNAITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDAGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
/SS
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56

OX40mAb22
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGCCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGC
CACCA
AGCTG
LTGCGC
'GGACT

57

OX40mAb23
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNAITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

58

OX40mAb23
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGC
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

59

OX40mAb24
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

60

OX40mAb24
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
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CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

61

OX40mAb25
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYSGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

62

OX40mAb25
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

RKHP
L
VSS
CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AGCGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT

63

OX40mAb25
aVH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYSGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

64

OX40mAb25
a VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AGCGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
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CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

65

OX40mAb26
VH

EVOQLQESGPSLVKPSQTLSLTCSVTGDSFTSGYWNWIF
GNRLEYMGYISYNAITYHNPSLKSRISITRDTSKNHYYL(
NSVTTEDTATYFCARYRYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

66

OX40mAb26
VH DNA

GAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCCAGCCTGGT]
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAGCGTGACCGH
GCTTCACCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAGT
GGCAACCGGCTCGAGTACATGGGCTACATCAGCTAC
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCACCCGGGACACCAGCAAGAACCACTACTACCTGCG
AACAGCGTGACCACCGAGGACACCGCCACCTACTTT
CCGGTACAGATACGACTACGACGGCGGCCACGCCA]
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

[GGACT

RKFP

L

/SS
CAAGCC
5CGACA
TCCCC
AACGC
CAGCA
AGCTG
TGCGC
[GGACT

67

OX40mAb27
VH

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNAITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ,
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT

RKHP
L
VSS

68

OX40mA27
VH DNA

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQ
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGC
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT
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69

Cadena CH
de lgG1

humana

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSO
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
GK

VSW
TYI
GPSV
VDG
YKCK
IQV
GSF
SLSP

70

ADN de
cadena CH
de lgG1

humana

GCgTCgACCAAGGGCCCATCcGTCTTCCCCCTGGCA(C
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGG
TGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
AACTCAGGCGCICTGACCAGCGGCGTGCACACCTTC
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAG(
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
TGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTG
GAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACAC/
CACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGA
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
ACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGA(
GTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCAG
TGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAA
CTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGG]
CCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC(
AGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGC

CCCTC
GCTGCC
CcTGG
CCGGC
CGTGG
[ACATC
GACAA
ATGCC
TCAGTC
ATCTC
TGAGCC
ACGGC
5GAGCA
CGTCC
GCAAG
ACCAT
[CTACA
CAGGTC
GACAT




10

15

20

25

30

WO 2016/057667

- 264 - PCT/US2015/054490

SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA

ACAACT

ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGITGGCA

GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGA
TGCACAACCACTACACGCAGAAGAGC CttaagCCTGTCT]
GGTAAA

71

Cadena
pesada de
OX40mAb24

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVL
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL

GGCTC
CCG

RKHP
L
VSSAS
WNS
CN
SVFL
GVE
CKVS
VSL
SFFL
SPGK

72

ADN

cadena

de

pesada de
0OX40mAb24

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACGC
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(C
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACCAAGGGCCCATCcGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGLA

CAAGCC
5CGGCA
CACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
CTGCGC
[GGACT
5CgTCg
TCCAA
TGGTCA
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AGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCCcTGGA
GGCGCtCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCT]
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG
TGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCA
GCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC]
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC(
CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC/
ACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCA(
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCT
AGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGC
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATC
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTCTACAC
CCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCA
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCT
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT(

ACCACTACACGCAGAAGAGCttaagCCTGTCTCCGGGT

ACTCA
GTCCT
GACCG
GCAAC
AGAGT
\CCGT
[TCCTC
CGGAC
ACGAAG
TGGAG
5TACAA
GCACC
5TCTCC
TCCAA
CCTGC
AGCCTG
CCGT
ACAAGA
TCCTC
CAGGG
5CACA
AAA

73

Cadena
pesada de
OX40mAb28

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY]
VDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVF

RKHP
L
VSSAS
WNS
TCN

L FPP
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SEQ
ID | Descripci
NO on Secuencia
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGV
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
LTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
ADN de | CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
cadena CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACGC
pesada de | GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAGC
OX40mAb28 | GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAC

74

CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCTTG(
AAGCACCAGCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGLTGCC
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGA
GGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCATACCTTCCCCGCA
CCAGAGCAGCGGACTGTACTCCCTGAGCAGCGTGG]
TGCCTTCCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACCT
GTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAA(C
GGAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCA
CCGAGTTCCTGGGCGGACCTAGCGTGTTCCTGTTCQG
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCC
GACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACC
TCCAGTTTAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGC
GCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTTCAACAG(C
CAGAGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGH

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT
5CGTCG
CAGCAG
TGGTGA
ACAGC
CGTGCT
[GACCG
GCAAC
SAGAGT
CTGCCC
CccccC
GAGGT
CCGAGG
ATAAC
CACCTA
ACTGGC
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TGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
CTGCCTAGCAGCATCGAGAAGACCATCAGCAAGGCC
CCAGCCACGGGAGCCCCAGGTCTACACCCTGCCACL
AAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCT
GTGAAAGGCTTCTATCCCAGCGATATCGCCGTGGAG
GAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCA(C
CTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACT
CTGACCGTGGACAAGTCCAGATGGCAGGAGGGCAA(C
CAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCA
CCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCTGGGCAAG

AGGGC
I AAGGG
CTAGCC
GTCTG
TGGGA
LCCCCC
CCAGA
CGTCTT
\CTACA

75

Cadena
pesada de
OX40mAb29

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEFEGGP
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVL
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
NKALPASIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL

RKHP
L
VSSAS
WNS
CN
SVFL
GVE
CKVS
/SL
SFFL
SPGK

76

ADN de
cadena
pesada de
OX40mAb29

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(C
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
LTGCGC
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CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCA
AGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCCTGGA
GGCGCtCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCT]
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG

TGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATgcCCag¢

GCCCAGCACCTGAATTCGAGGGGGGACCGTCAGTCT
TTCCCCCCAAAACCCaaGgACACCCTCATGATCTCCC
CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCH/
ACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCA(
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCT
AGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGC
AACAAAGCCCTCCCAGCCTCCATCGAGAAAACCATC]
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTCTACAC
CCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCA
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCT
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT(
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG

[GGACT
5CGTCG
TCCAA
TGGTCA
ACTCA
GTCCT
GACCG
GCAAC
AGAGT
CGT
TCCTC
GGAC
ACGAAG
TGGAG
5TACAA
GCACC
5TCTCC
TCCAA
CCTGC
AGCCTG
CCGT
ACAAGA
TCCTC
CAGGG
5CACA
GTAAA
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RKHP
L
VSSAS
WNS
TCN

| FPP
EVHN
SNKG
[CL
YSR

K

SEQ
ID | Descripci
NO on Secuencia
Cadena QVOQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
pesada de | GKGLEYIGYISYNAITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
OX40mAb31 | NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY]
VDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVF
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGV
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
77 LTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
ADN de | CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
cadena CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACGC
pesada de | GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAGC
OX40mAb31l | GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAC

78

CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCTTG(
AAGCACCAGCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCC
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGA
GGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCATACCTTCCCCGCA
CCAGAGCAGCGGACTGTACTCCCTGAGCAGCGTGG]
TGCCTTCCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACCT
GTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAA(C
GGAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCA

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGC
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT
5CGTCG
CAGCAG
TGGTGA
ACAGC
CGTGCT
[GACCG
GCAAC
SAGAGT
CTGCCC
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

CCGAGTTCCTGGGCGGACCTAGCGTGTTCCTGTTCQG
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCC
GACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACC
TCCAGTTTAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGC
GCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTTCAACAG(C
CAGAGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGA
TGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
CTGCCTAGCAGCATCGAGAAGACCATCAGCAAGGCC
CCAGCCACGGGAGCCCCAGGTCTACACCCTGCCAC(
AAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCT
GTGAAAGGCTTCTATCCCAGCGATATCGCCGTGGAG
GAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCA(C
CTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACT
CTGACCGTGGACAAGTCCAGATGGCAGGAGGGCAA(C
CAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCA
CCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCTGGGCAAG

CccccC
GAGGT
CCGAGG
ATAAC
CACCTA
A\CTGGC
AGGGC
LAAGGG
CTAGCC
GTCTG
TGGGA
LCCCCC
CCAGA
CGTCTT
\CTACA

79

Cadena
pesada de
OX40mAb32

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNAITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEFEGGP
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVL
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
NKALPASIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL

RKHP
L
VSSAS
WNS
CN
SVFL
GVE
CKVS
/SL
SFFL
SPGK
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

80

ADN de
cadena
pesada de
OX40mAb32

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(C
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGQ
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCA
AGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCCTGGA
GGCGCtCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCT]
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG

TGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATgcCCag¢

GCCCAGCACCTGAATTCGAGGGGGGACCGTCAGTCT
TTCCCCCCAAAACCCaaGgACACCCTCATGATCTCCC
CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCH/
ACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCA(
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCT
AGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGC
AACAAAGCCCTCCCAGCCTCCATCGAGAAAACCATC]
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTCTACAC
CCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCHA
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGC
CACCA
AGCTG
LTGCGC
[GGACT
5CGTCG
TCCAA
TGGTCA
ACTCA
GTCCT
GACCG
GCAAC
AGAGT
CGT
TCCTC
GGAC
ACGAAG
TGGAG
5TACAA
GCACC
5TCTCC
TCCAA
CCTGC
AGCCTG
CCGT
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCT
TATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAQG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT(
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG

ACAAGA
TCCTC
CAGGG
5CACA
GTAAA

81

Cadena
pesada de
OX40mAb37

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCAVYGGSFSSGYWNW
GKGLEYIGYISYNGITYHNPSLKSRITINRDTSKNQYSLQ
NSVTPEDTAVYYCARYKYDYDGGHAMDYWGQGTLVT
TTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVT
GSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVT|
AHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPK
DVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTA
QPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSA
PIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMIT
FFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYS
QKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

RKHP
L
VSSAK
WNS
CNV
PK
QT
AFPA
'D
KLNV

82

ADN de
cadena
pesada de
OX40mAb37

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGT
CAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGTGCCGTGTACG(
GCTTCAGCAGCGGCTACTGGAACTGGATCCGGAAG(
GGCAAGGGCCTGGAATACATCGGCTACATCAGCTAQG
CATCACCTACCACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGAT
TCAACCGGGACACCAGCAAGAACCAGTACTCCCTGC
AACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTAC
CCGGTACAAATACGACTACGACGGCGGCCACGCCAT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCT(
ACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGA
TGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCT
AGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGA

CAAGCC
5CGGCA
LACCCC
AACGG
CACCA
AGCTG
CTGCGC
[GGACT
5CGaaG
TCTGC
GGTCA
ACTCT
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

GGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCT

GTCCT

GCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCC
CCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTT
GCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGT
GCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACeGTCC

CAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCQ

CAAG

GATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGT

TGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCA

GTTCA

GCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACG
CAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGOTCAGT
CAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCA
AGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCLCTGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAA
GGCTCCACAGGTGTAACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGA
TGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGAC
TTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGG

GCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCAT
ACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAA
CAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACG
TGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGA(
GCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAA

CATGG
TGTG
TGCTC
S5AAGA

83

Cadena
ligera de
OX40mAb37

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWYQQ
KAPKLLIYYTSKLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
FATYYCQQGSALPWTEGQGTKVEIKRADAAPTVSIFPP
QLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLN

DQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTST

VKSFNRNEC

KPG
=D
SSE
ISWT
SPI
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

84

ADN de
cadena
ligera de
OX40mAb37

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAG(C
CGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCA(
ACATCAGCAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGC!
AAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCAGCAAG
CAGCGGCGTGCCCAGCAGATTCAGCGGCAGCGGCT]
CCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCA
TTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCTCCGCCCTG
GACCTTTGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCA
ATGCGGCGCCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAC
CAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTC]
CAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAQG
ATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTT
GATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGA
CCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAA
ATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCAC(C
GTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGT

CGCCAG
5CCAGG
CCGGC
CTGCA
CCGGCA
AGGAC
CCCTG
5GGCTG
5TGAG
[TGAA
ATTG
GGACT
AGCAC
CAGCT
LCATT

85

VH de OX86

QVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFSLTGYNLHWV
GKGLEWMGRMRYDGDTYYNSVLKSRLSISRDTSKNQV
NSLQTDDTAIYYCTRDGRGDSFDYWGQGVMVTVSS

RQPP
FLKM

86

Cadena
pesada de
OX86

QVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFSLTGYNLHWV
GKGLEWMGRMRYDGDTYYNSVLKSRLSISRDTSKNQV
NSLQTDDTAIYYCTRDGRGDSFDYWGQGVMVTVSSAS
SVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNS
SGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVA
SSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDV
ITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQ
EQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAI
TISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFF

RQPP
FLKM
STTPP
GSLS
HPA
LT
DRE
D|EK
PE
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

DITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNV
WEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

QKSN

87

ADN
cadena

de

pesada de

OX86

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGTCTGGT(
CTCACAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGG
CACTAACCGGTTACAATTTACACTGGGTTCGCCAGC(
GGAAAGGGTCTGGAGTGGATGGGAAGAATGAGGTA]
AGACACATATTATAATTCAGTTCTCAAATCCCGACTG/
TCAGCAGGGACACCTCCAAGAACCAAGTTTTCTTGAA
AACAGTCTGCAAACGGATGACACAGCCATTTACTATT
CAGAGACGGGCGTGGTGACTCCTTTGATTACTGGGA
GAGTCATGGTCACAGTCTCCTCCGCGTCGACGACAQ
TCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAA/
CTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTA
CTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCQ
AGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCT]
CTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAG
GGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCAC(
AGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGG
TGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACCGTCCCAGAAGTA
CTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGC]
ATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAG
CAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTT]
ATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCC
GAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAA(
CATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTT]
GCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCG
ACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCA
GTATACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAA

5CAGCC
GTTCT
CTCCA
[GATGG
AGCA
AAATG
GTAC
CCAAG
CCCCA
ACTAA
TTTCC
TGTCC
GACCT
CACCT
CCGGCC
GATTG
\TCAT
[CACC
ACAT
TGTAG
I GGGAG
CTTCC
CAAAT
AGAAA
CAGGT
GGATA
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

AAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCGTGAA
GACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGA
GAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCT
CTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAAC
TGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGA
GGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTQCCACT

CTCCTGGTAAA

88

VL de OX86

DIVMTQGALPNPVPSGESASITCRSSQSLVYKDGQTYL
LQRPGQSPQLLTYWMSTRASGVSDRFSGSGSGTYFTL
VRAEDAGVYYCQQVREYPFTFGSGTKLEIK

NWF
KISR

89

Cadena
ligera de
0X86

DIVMTQGALPNPVPSGESASITCRSSQSLVYKDGQTYL
LOQRPGQSPQLLTYWMSTRASGVSDRFSGSGSGTYFTL
VRAEDAGVYYCQQVREYPFTFGSGTKLEIKRADAAPTV
PPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSER(Q
LNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEA]
STSPIVKSFNRNEC

NWF
KISR
SIF
NGV
THKT

90

ADN de
cadena
ligera de
0X86

GATATTGTGATGACCCAGGGTGCACTCCCCAATCCT(
TTCTGGAGAGTCAGCTTCCATCACCTGCAGGTCTAG]
GTCTGGTATACAAAGACGGCCAGACATACTTGAATT(
CTGCAGAGGCCAGGACAGTCTCCTCAGCTTCTGACQG
GATGTCTACCCGTGCATCAGGAGTCTCAGACAGGTT
GCAGTGGGTCAGGAACATATTTCACACTGAAAATCA(C
GTGAGGGCTGAGGATGCGGGTGTGTATTACTGTCAG
TCGAGAGTATCCTTTCACTTTCGGCTCAGGGACGAA(
AAATAAAACGGGCTGATGCGGCGCCAACTGTATCCA
CCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCC
CGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATQ
TCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATG

5TCCC
[CAGA
5GTTT
TATTG
CAGTG
5TAGA
CAAGT
5TTGG
TCTTC
TCAGT
AATG
CGTC
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SEQ
ID
NO

Descripci

7z

on

Secuencia

CTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTA
CAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATG
AACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACA
TCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTG

T

91

0OX40

humana

MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDR
CCHECRPGNGMVSRCSRSQNTVCRPCGPGFYNDVVSSKPCK

PCTWCNLRSGSERKQLCTATQDTVCRCRAGTQPLDS

KPGV

DCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTNCTLAGKHTLQPASINSSDA
ICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPSTR
PVEVPGGRAVAAILGLGLVLGLLGPLAILLALYLLRRDQRL

PPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

92

0OX40 de

ratén

MYVWVQQPTALLLLGLTLGVTARRLNCVKHTYPSGHKCCRE

CQPGHGMVSRCDHTRDTLCHPCETGFYNEAVNYDTC
CNHRSGSELKQNCTPTQDTVCRCRPGTQPRQDSGYK
VPCPPGHFSPGNNQACKPWTNCTLSGKQTRHPASDS
EDRSLLATLLWETQRPTFRPTTVQSTTVWPRTSELPSH
VTPEGPAFAVLLGLGLGLLAPLTVLLALYLLRKAWRLPN
KPCWGNSFRTPIQEEHTDAHFTLAKI

KQCTQ
LGVDC
[ DAVC
PTL
TP

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el

mejor meétodo conocido por la solicitante para lleva rala

practica la citada invencion, es el que resulta cla ro de la

presente descripcion de la invencion.



