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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencion como antecede, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguient es
reivindicaciones:

1. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de I

mismo, que comprende una region variable de cadena pesada
(VH) humanizada y una regién variable de cadena lig era (VL)
humanizada;

en donde VH comprende una secuencia de aminoacidos con
la formula:

HFW1-HCDR1-HFW2-HCDR2-HFW3-HCDR3-HFW4,

en donde HFW1 es SEQ ID NO: 6 o0 SEQ ID NO: 7, HCDR 1
es SEQ ID NO: 8, HFW2 es SEQ ID NO: 9, HCDR2 es SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 150 SEQ ID NO: 16, HFW3 es SEQ ID N 0O: 17,
HCDR3 es SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 0 SEQ ID NO: 27,y
HFW4 es SEQ ID NO: 28;

en donde la VL comprende la secuencia de aminoacido S
SEQ ID NO: 29 0 SEQ ID NO: 32;y

en donde el anticuerpo o fragmento del mismo se pue de
unir especificamente a OX40 humana.

2.  El anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 1, en donde la secuencia de aminoaci dos de
HFW2 es SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 o SEQ
ID NO: 13.

3. Elanticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde 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.

4.  El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la VH
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comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 33
NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41
NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49
NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57
NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65
ID NO: 67.

5. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde

comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 29

VH comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:

6. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que compr
ademas, una region constante de cadena ligera o fra
de la misma condensada al extremo C de la VL.

7. Elanticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 6, en donde la regién constante de |
ligera es una region constante kappa humana.

8. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que compr
ademds, una region constante de cadena pesada o fra
de la misma condensada al extremo C de la VH.

9. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 8, en donde la regién constante de |
pesada es una regiéon constante de IgG1 humana, una
constante de IgG4P humana, una region constante de
humana o una region constante de IgG1 murina.

10. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 9, en donde la regién constante de |
pesada es una region constante de IgG1 humana.

11. El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comp
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secuencia de aminoacidos de la cadena pesada SEQ ID
y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera S
NO: 30.

12. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde
fragmento de unién a antigenos es un fragmento Fv,
fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2, un fragmento F
fragmento dsFv, un fragmento scFv o un fragmento sc
cualquier combinacién de los mismos.

13. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que se p
unir especificamente a OX40 de mono cynomolgus o0 mo
rhesus.

14. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 13, que se puede unir especificament
tal como se expresa en células Jurkat, células T CD
CD#& activadas primarias de seres humanos mono cynomolg
mono rhesus o cualquier combinacién de las mismas.

15. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que no s
OX40 murino o de rata.

16. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, que no r
de forma cruzada con proteinas de la Superfamilia d
Receptor del Factor de Necrosis Tumoral (TNFRSF).

17. EI
reivindicacion 14, en donde la afinidad de unién po

anticuerpo o fragmento del mismo de
humano expresado en células T CD4
pM a aproximadamente 370 pM segun se mide por citom

flujo.

la
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18. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 17, en donde la afinidad de unién es
aproximadamente 312 pM.

19. El anticuerpo o fragmento del mismo de Ia

reivindicacion 17 olareivindicacién 18, que puede conseguir
una ocupacion del receptor del 20% en células T CD4 * humanas
activadas primarias (CE 20) a aproximadamente 63 hasta
aproximadamente 93 pM, una ocupacion del receptor d el 50% en
céluas T CD4 * humanas activadas primarias (CE 50) a
aproximadamente 250 hasta aproximadamente 370 pM vy una
ocupacion del receptor del 90% en células T CD4 * humanas
activadas primarias (CE 90) a aproximadamente 2290 hasta
aproximadamente 3330 pM segun se mide por citometri adeflujo.

20. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 19, en donde la CE 20 €S aproximadamente 78 pM,
la CE s0 es aproximadamente 312 pMylaCE 90 €S aproximadamente
2810 pM.

21. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 14, en donde la afinidad de unién po r OX40
humano expresado en células Jurkat que sobre-expres an OX40
es de aproximadamente 250 pM a aproximadamente 600 pM segun

se mide por citometria de flujo.

22. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 21, en donde la afinidad de unién es
aproximadamente 424 pM.

23. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 21 olareivindicacién 22, que puede conseqguir
una CE 2 en células Jurkat que sobre-expresan OX40 a
aproximadamente 60 hasta aproximadamente 150 pM, un aCEsp en
células Jurkat que sobre-expresan OX40 a aproximada mente 250

hasta aproximadamente 600 pMy una CE 90 en células Jurkat que
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sobre-expresan OX40 a aproximadamente 2260 hasta
aproximadamente 4380 pM segun se mide por citometri ade flujo.

24. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 23, en donde la CE 20 s aproximadamente 106
pM, la CE 50 es aproximadamente 424 pM y la CE 90 €s
aproximadamente 3820 pM.

25. El anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 14, en donde la afinidad de union p or OX40
de mono cynomolgus expresado en células T CD4 * de mono
cynomolgus activadas primarias es de aproximadament e 340 pM
a aproximadamente 820 pM segun se mide por citometr ia de
flujo.

26. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 25, en donde la afinidad de union e S
aproximadamente 580 pM.

27. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 14, en donde la afinidad de union po r OX40 de
mono rhesus expresada en células T CD4 * de mono rhesus
activadas primarias es de aproximadamente 130 pM a
aproximadamente 600 pM segun se mide por citometria deflujo.

28. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 27, en donde la afinidad de unién es
aproximadamente 370 pM.

29. El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, que pue de inducir
una proliferacién dependiente de la dosis de célula sTCD4 +
activadas y una liberacion de citoquinas dependient e de la
dosis en células T CD4 * humanas activadas primarias en un

ensayo basado en placa.
30. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 29, en donde se puede conseguir una respuesta
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a la proliferacion maxima del 20% (CE

humanas activadas primarias a una concentracion del

PCT/US2015/054490

20) en células T CD4

+

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
humanas activadas primarias a una concentracion del
anticuerpo de aproximadamente 50 pM a aproximadamen
todas segun se mide por citometria de flujo.

31. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 30, en donde la CE

90) en células T CD4

te 90 pM,

20 €S aproximadamente 21 pM,

la CE 5o es aproximadamente 28 pMy la CE 90 €S aproximadamente
72 pM.

32. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31, en dond e la
citoquina es IFN v, TNF «, IL-5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, IL-

8, IL-12 p70, IL-1 B 0 cualquier combinacion de las mismas.

33. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 32, en donde la citoquina es IFN v, TNF o, IL-
5, IL-10, IL-13, o cualquier combinacién de las mis mas.

34. El anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, que pued
conseguir una proliferacion de células T CD4 * y una

liberacioén de citoquina en células T CD4
activadas primarias y en células T CD4
activadas primarias.

35. El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34, que pued

+de mono cynomolgus

+ de mono rhesus

e activar

+

e
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la via de NF kB en células T que expresan OX40 en presencia
de células que expresan Fc vR.

36. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 35, en donde las células T que expre san OX40
son células informadoras de NF kB-luciferasa Jurkat que
expresan OX40, que producen luciferasa en respuesta ala
estimulacion de la via de sefializacion de NF kB.

37. ElI anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, que pued e
desencadenar una citotoxicidad celular dependiente del
complemento o dependiente del anticuerpo contra cél ulas que

expresan OX40.

38. El anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 37, que puede unirse a C1qy desenca denar
una citotoxicidad celular dependiente del anticuerp 0,
mediada por NK, contra las células que expresan OX4 0.

39. El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38, en donde la
administracion de una dosis eficaz a un sujeto en n ecesidad
de tratamiento de cancer puede inhibir el crecimien to del

tumor en el sujeto.

40. El anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 39, en donde la inhibicion del creci miento
del tumor se consigue en presencia de células T.

41. El anticuerpo o fragmento del mismo de la

reivindicacion 39 o la reivindicacion 40, en donde el
crecimiento del tumor es inhibido 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%, comparado ¢ on la
administracion de un anticuerpo control emparejado en el

isotipo o fragmento del mismao.
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42. Una composicion que comprende el anticuerpo o
fragmento del mismo de unacualquieradelasreivin dicaciones

1 a 41, y un soporte.

43. Un polinucleotido que comprende un acido nuclei co
que codifica el anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, o una su b-unidad
polipeptidica del anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41.

44. EI polinucledtido de la reivindicacion 43, que
comprende el acido nucleico de SEQ ID NO: 60, el ac ido
nucleico de SEQ ID NO: 31, el acido nucleico de SEQ ID NO:
72, o cualquier combinacion de los mismos.

45. Un vector que comprende el polinucleétido de la
reivindicacion 43 o la reivindicacion 44.

46. Unacélula huésped que comprende el polinucle6t ido
de la reivindicacién 43 o la reivindicacion 44 o el vector
de la reivindicacion 45.

47. Un método de producir un anticuerpo o fragmento
del mismo, que comprende cultivar la célula huésped de la
reivindicacion 46 bajo condiciones en las que se ex presa el
anticuerpo o fragmento del mismo codificado por el
polinucleo6tido, y recuperar el anticuerpo o fragmen to del
mismo.

48. Un método de supervivencia o proliferacion de

células T activadas, que comprende poner en contact o células
T activadas con el anticuerpo o fragmento del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, en el qu e el

anticuerpo o fragmento del mismo se puede unir
especificamente a OX40 sobre la superficie de las ¢ élulas T.
49. Un meétodo de inducir la liberacion de citoquina S

a partir de células T activadas, que comprende pone r en
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contacto células T activadas con el anticuerpo o fr agmento
del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones lad4l,
en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se pu ede unir
especificamente a OX40 sobre la superficie de las ¢ élulas T.

50. EI método de la reivindicacién 49, en el que la
citoquina es IFN v, TNF o, IL-5, IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, IL-
8, IL-12 p70, IL-1 B, 0 cualquier combinacion de las mismas.

51. ElI método de la reivindicacién 50, en el que la
citoquina es IFN v, TNF o, IL-5, IL-10, IL-13, o cualquier
combinacion de las mismas.

52. EIl método  de una  cualquiera de las
reivindicaciones 48 a 51, en el que las células T a ctivadas
son células T CD4 * activadas, células T CD8 *activadas, o una

combinacion de las mismas.

53. ElI método de la reivindicacion 52, en el que la S
células T CD4  * activadas son células T CD4 * humanas, células
T CD4+ de mono cynomolgus, células T CD4 * de mono rhesus, 0

una combinacion de las mismas.
54. Un método de fomentar la activacion de células T,
gue comprende poner en contacto células T con el an ticuerpo
o fragmento del mismo de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 41, en el que el anticuerpo o fragmento
del mismo se puede unir especificamente a OX40 sobr e la
superficie de las células T.
55. EI método de la reivindicacién 54, en el que la
activacion de células T puede medirse mediante la
estimulacién de la via de transduccion de sefales d e NF xB.
56. EI método de la reivindicacion 54 o la
reivindicacion 55, en el que las células T son célu lasTCD4 +
activadas, células T CD8 * activadas, o una combinacion de

las mismas.
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57. ElI método de la reivindicacién 56, en el que la

células TCD4 + activadas son células T CD4 + humanas, células

T CD4+ de mono cynomolgus, células T CD4 * de mono rhesus, 0

una combinacion de las mismas.

58. EI método  de una  cualquiera de
reivindicaciones 54 a 57, en el que la puesta en co
comprende administrar una cantidad eficaz del antic
fragmento del mismo a un sujeto.

59. Un meétodo de tratar el cancer en un sujeto, que
comprende administraraun sujeto en necesidad det
una cantidad eficaz del anticuerpo o fragmento del
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, o la
composicion de la reivindicacion 42.

60. EI método de la reivindicacién 59, en el que el

cancer es un tumor solido.

61. El método de Ila reivindicacibn 59 o la

reivindicacion 60, en el que laadministracién del
o fragmento del mismo o de la composicién pueden in
crecimiento deltumor, puede fomentar lareduccion
0 ambos.

62. EI método de la reivindicacién 61, en el que la
inhibicion del crecimiento deltumor se consigue en
de células T.

63. Un método de potenciar una respuesta inmune en
sujeto, que comprende administrar a un sujeto en ne
de la misma una cantidad terapéuticamente eficaz de
anticuerpo o fragmento del mismo de una cualquiera
reivindicaciones 1 a 41, o la composicion de la

reivindicacion 42.
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64. El método de una  cualquiera de las
reivindicaciones 59 a 63, en el que el sujeto es un
humano.

65. El anticuerpo o fragmento del mismo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, que se u
epitopo de OX40 humano que cae dentro de los aminoa
a 146 de SEQ ID NO: 91.

66. El

reivindicacion 65, en donde el epitopo comprende al

anticuerpo o fragmento del mismo de la

los aminoacidos Leucina 116 y alanina 126 de SEQ ID
67. El

reivindicaciones 1 a 41, que se une a una variante

anticuerpo de una cualquiera de las
de raton que comprende SEQ ID NO: 92, excepto por u
mutacion Q113L y una mutacion V124A.

68. Un péptido aislado, que consiste en 100 o0 meno
aminoacidos, en donde el péptido puede estar unido
especificamente por el anticuerpo o fragmento del m
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41.

69. El péptido de la reivindicacion 68, que compren
los aminoacidos 116 a 126 de SEQ ID NO: 91.

70. EIl 68 o0 la

reivindicacion 69, que comprende los aminoacidos 10

péptido de la reivindicacién
de SEQ ID NO: 91, excepto por una, dos, tres, cuatr
0 seis sustituciones, deleciones o inserciones de u

aminoacido en cualquier posicién, excepto L116 y Al
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