10

15

20

25

30

MOLECULAS DE UNION A ANTIGENO QUE COMPRENDEN UN TRi MERO DE
LIGANDO DE LA FAMILIA DE TNF Y UN RESTO DE UNION A PD1

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a nuevas moléculas de uai@mtigeno que contienen trimero de
ligando de la familia de TNF que comprenden (a)m&nos un resto capaz de unirse
especificamente a PD1 y (b) un primer y un segyulipéptido que estan unidos entre si
mediante un enlace disulfuro, en donde las moléalgaunion a antigeno se caracterizan por
que el primer polipéptido comprende dos ectodorside un miembro de la familia de
ligandos de TNF o dos fragmentos del mismo quenest@ectados entre si mediante un
enlazador peptidico y por que el segundo polipéptidmprende solo un ectodominio de
dicho miembro de la familia de ligandos de TNF dragmento del mismo. La invencion se

refiere ademas a métodos para producir estas niadéga métodos para usar las mismas.
ANTECEDENTES

Los ligandos que interactian con moléculas de peréamilia de receptores de TNF (factor
de necrosis tumoral) tienen papeles centrales eardanizacion y funcién del sistema
inmunitario. Mientras que regulan las funciones nmaes, tales como las respuestas
inmunitarias, la hematopoyesis y la morfogénesssJigandos de la familia de TNF (también
llamados citocinas) tienen un papel en la tumorgén rechazo de trasplantes, choque
séptico, la replicacion viral, la resorcion Oseaaltritis reumatoide y la diabetes (Aggarwal,
2003). La familia de ligandos de TNF comprende ®Beg que codifican 19 proteinas
transmembrana de tipo Il (es decir, extremo N-teamnintracelular y extremo C-terminal
extracelular), caracterizadas por la presenciarddaminio C-terminal conservado acuiado
como el "dominio de homologia de TNF" (THD). Esteminio es responsable de la union a
receptor y por lo tanto es critico para la actiglitéologica de los miembros de la familia de
ligandos de TNF. La identidad de secuencia entemmiios de la familia es de ~20-30 %
(Bodmer, 2002). Los miembros de la familia de Igd@s de TNF ejercen su funcion como
trimeros autoensamblantes, no covalentes (Banradr, €ell 1993, 73, 431-445). Por lo tanto,
los ligandos de la familia de TNF forman un trimgue es capaz de unirse y activar a los

receptores correspondientes de la superfamiliaNteRT

4-1BB (CD137), un miembro de la superfamilia deeptores de TNF, se identifico
originalmente como una molécula cuya expresioniadizida por la activacion de células T

(Kwon y Weissman, 1989). Estudios posteriores dénaas la expresion de 4-1BB en
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linfocitos T y B (Snell et al., 2011; Zhang et &010), células NK (Lin et al., 2008), células
NKT (Kim et al.,, 2008), monocitos (Kienzle y von i#eis, 2000; Schwarz et al., 1995),
neutroéfilos (Heinisch et al., 2000), mastocitossfhinoto et al., 2005) y células dendriticas
asi como células de origen no hematopoyeético, tale® células endoteliales y de musculo
liso (Broll et al., 2001; Olofsson et al., 2008)a Expresion de 4-1BB en diferentes tipos
celulares es en su mayor parte inducible y estalsada por varios factores estimulantes,
tales como la activacion del receptor de céluld$dR) o el receptor de células B, asi como
la sefalizacion inducida a través de moléculascepteres coestimuladores de citocinas
proinflamatorias (Diehl et al., 2002; von Kempisakt 1997; Zhang et al., 2010).

La expresion del ligando de 4-1BB (4-1BBL o CD13&k}ja mas restringida y se observa en
células presentadoras de antigenos profesional®€)(Atales como células B, células
dendritica s(DC) y macroéfagos. La expresion indecite 4-1BBL es caracteristica de las
células T, incluyendo los subconjuntos de célulag3Ty yd y células endoteliales (revisado
en Shao y Schwarz, 2011).

Se sabe que la sefalizacion de CD137 estimulactaaén de IFN y la proliferacion de
células NK (Buechele et al., 2012; Lin et al., 200@lero et al., 1998) a la vez que promueve
la activacién de DC, tal como se indica por el asmeale su supervivencia y capacidad de
secretar citocinas y regular positivamente molécwaestimuladoras (Choi et al., 2009;
Futagawa et al., 2002; Wilcox et al., 2002). Sirbargo, CD137 se ha caracterizado mejor
como una molécula coestimuladora que modula lavaatn inducida por TCR en los
subconjuntos tanto CD4+ como CD8+ de células T.c@mbinacién con la activacién de
TCR, los anticuerpos agonistas especificos de 4{i@Bncian la proliferacion de células T,
estimulan la secrecion de linfocitos y reducendasgbilidad de los linfocitos a la muerte

celular inducida por activacion (revisado en Saedl., 2011).

En linea con estos efectos coestimuladores dentimuarpos para 4-1BB en las célulaiT
vitro, su administracion a ratones portadores de tumdeedugar a potentes efectos
antitumorales en muchos modelos de tumor experaten{Melero et al., 1997; Narazaki et
al., 2010). Sin embargo, 4-1BB normalmente muesirgotencia como agente antitumoral
Gnicamente cuando se administra en combinaciérottos compuestos inmunomoduladores
(Curran et al., 2011; Guo et al., 2013; Moralestkssna et al., 2013; Teng et al., 2009; Wel
et al.,, 2013), reactivos quimioterapéuticos (Juwalet2008; Kim et al., 2009), vacunacion

especifica de tumor (Cuadros et al., 2005; Led.eR@11) o radioterapia (Shi y Siemann,
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2006). Los experimentos de eliminaciém vivo demostraron que las células T CD8+
desempefan el papel mas importante en el efedtoraatal de los anticuerpos especificos
de 4-1BB. Sin embargo, dependiendo del modelo nmitwo de la terapia combinada, que
incluye anti-4-1BB, se han comunicado contribucgode otros tipos de células, tales como
DC, células NK o células T CD4+ (Melero et al., I9Murillo et al., 2009; Narazaki et al.,
2010; Stagg et al., 2011).

Ademas de sus efectos directos en diferentes sjuimtos de linfocitos, los agonistas de 4-
1BB también pueden inducir la infiltracion y laeetion de células T activadas en el tumor
mediante la regulacion positiva mediada por 4-1BBadmolécula 1 de adhesion intercelular
(ICAM1) y de la molécula 1 de adhesion de célulasculares (VCAM1) en el endotelio

vascular tumoral (Palazon et al., 2011).

La activacion de 4-1BB también puede revertir ¢h@s de anergia de las células T inducido
por la exposicibn a antigeno soluble que puederibaoitt a la alteracién de la tolerancia
inmunoldgica en el microambiente tumoral o duranfecciones crénicas (Wilcox et al.,

2004).

Parece ser que las propiedades inmunomoduladotas daticuerpos agonistas de 4-1BB
vivo requieren de la presencia de la porcion Fc dediipestre en la molécula de anticuerpo,
implicando de este modo la unién al receptor dec#imo un acontecimiento importante
necesario para la actividad farmacologica de digkastivos, tal como se ha descrito para
anticuerpos agonistas especificos para otros m@snlimductores de la apoptosis o
inmunomoduladores de la superfamilia de TNFR (Hawetch, 2011; Teng et al., 2009). Sin
embargo, la administracién sistémica de anticueggmistas especificos de 4-1BB con el
dominio Fc funcionalmente activo también inducexpgansion de células T CD8+ asociadas
con toxicidad hepatica (Dubrot et al., 2010) queresduce o alivia significativamente en
ausencia de receptores de Fc funcionales en ratBnesnsayos clinicos en seres humanos
(ClinicalTrials.gov, NCT00309023), los anticuer@gonistas de 4-1BB competentes para Fc
(BMS-663513) administrados una vez cada tres sesndueante 12 semanas indujeron la
estabilizacion de la enfermedad en pacientes cdanoma, carcinoma de ovario o de células
renales. Sin embargo, el mismo anticuerpo admaustren otro ensayo (NCT00612664)
causo hepatitis de grado 4, lo que dio lugar ankifacién del ensayo (Simeone y Ascierto,
2012).

Colectivamente, los datos preclinicos y clinicapdnibles demuestran claramente que existe
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una alta necesidad clinica de agonistas de 4-1Bfoefs. Sin embargo, los candidatos
farmacol6gicos de nueva generacion no solo debeplaceficazmente a 4-1BB sobre la
superficie de células hematopoyéticas y endotsliad@o también ser capaces de lograrlo
mediante mecanismos distintos de la unién a remeptde Fc con el fin de evitar efectos
secundarios incontrolables. Esto ultimo puede lsgranediante la union preferencial a y la
oligomerizacion sobre restos especificos de tumamogiados a tumores.

Se han producido proteinas de fusion compuestas deminio extracelular de un ligando 4-
1BB y un fragmento de anticuerpo monocatenario {Muet al., 2008; Hornig et al., 2012) o
un solo ligando de 4-1BB fusionado al extremo @ieal de una cadena pesada (Zhang et al,
2007). El documento WO 2010/010051 divulga la gacién de proteinas de fusion que
consisten en tres ectodominios de ligando de TN#ogrentre si y fusionados a una parte de

anticuerpo.

La proteina de muerte programada 1 (PD1 o CD27@hesiembro inhibidor de la familia de
receptores de CD28, que también incluye a CD28,ACZLICOS y BTLA. PD1 es un
receptor de la superficie celular y se expresaétuias B activadas, en células T y en células
mieloides (Okazaki et al (2002) Curr. Opin. Immurist: 391779-82; Bennett et al. (2003) J
Immunol 170:711-8). La estructura de PD1 es un&pra transmembrana monomérica de
tipo 1, que consiste en un dominio extracelularlama variable de inmunoglobulina y un
dominio citoplasmico que contiene un motivo inhdside inmunorreceptor a base de tirosina
(ITIM) y un motivo interruptor de inmunorreceptotbase de tirosina (ITSM). Las células T
activadas expresan PD1 de manera transitoria, lpdriperexpresion sostenida de PD1 y su
ligando, PDL1 promueven el agotamiento inmunitdoajue da lugar a la persistencia de las
infecciones viricas, la evasion tumoral, el aumeatgolas infecciones y la mortalidad. La
expresion de PD1 esta inducida por el reconocimieet antigeno a través del receptor de
células T y su expresion se mantiene principalmarttavés de la sefalizacion continua del
receptor de células T. Después de una exposicilongada al antigeno, el locus de PD1 no
logra volver a metilarse, lo que promueve una leigeresion continua. El bloqueo de la ruta
de PD1 puede restaurar la funcionalidad agotaddaslecélulas T en el cancer y las
infecciones viricas crénicas (Sheridan, Nature dibhology 30 (2012), 729-730). Se han
descrito anticuerpos monoclonales para PD1, pomp®e en los documentos WO
2003/042402, WO 2004/004771, WO 2004/056875, WO4X2286, WO 2004/087196,
WO 2006/121168, WO 2006/133396, WO 2007/005874, \2008/083174, WO
2008/156712, WO 2009/024531, WO 2009/014708, WOoA@m1611, WO 2009/114335,
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WO 2009/154335, WO 2010/027828, WO 2010/027423, \V2010/029434, WO
2010/029435, WO 2010/036959, WO 2010/063011, WOO@EBP411, WO 2011/066342,
WO 2011/110604, WO 2011/110621, WO 2012/145493, V2013/014668, WO
2014/179664 y WO 2015/112900. Dos anticuerpos monates para PD1, Opdivo
(nivolumab) y Keytruda (pembrolizumab), se coméizaa actualmente para el tratamiento
de determinados canceres. Sin embargo, a pesamgimeente actividad antitumoral, se ha
observado cada vez con mas frecuencia la reciddvecrécimiento tumoral después del
bloqueo terapéutico de PD1 (Koyama et al.,, Naturem@@unications 2016, DOI:
10.1038/ncomms10501).

Se ha demostrado que el direccionamiento dual dE3ZPD1 en el microambiente tumoral
elimina la supresion local y da lugar al rescateciional y a la expansion de células T
efectoras que posteriormente eliminan células casase (Wei et al., 2014). Se ha demostrado
en un modelo de ratébn para tumores subcutaneos,lapueatones tratados con una
combinacion de un anticuerpo anti-4-1BB y un amtipo anti-PD1 tuvo la mejor respuesta
antitumoral en comparacion con ratones tratadas cmh uno de los anticuerpos (Shindo et
al., 2015). La administracion de la combinacionudeanticuerpo anti-PD1 y un anticuerpo
agonista de 4-1BB en un modelo de tumor de rat@nlajar a una eficaz respuesta
antitmuoral sistémica de larga duracién, aunqueeatinligeramente la toxicidad conocida
del agonista de 4-1BB administrado individualmeg@ben et al., 2014). Por lo tanto, existe
la necesidad de nuevas moléculas que combinenfdotog positivos tanto del anticuerpo

anti-PD1 como del anticuerpo para 4-1BB con unilpdgfseguridad mejorado.

Las nuevas moléculas de unién a antigeno de lameesivencion combinan un resto de PD1
con un resto que es capaz de formar un trimermgdedo coestimulador de TNF y que sea lo
suficientemente estable como para ser farmacéuwit@mutil. Sorprendentemente, las
moléculas de unidén a antigeno de la invenciéon poigoan un ligando de TNF trimérico y
por lo tanto biolégicamente activo, aunque uno ake dctodominios de trimerizacién del
ligando de TNF esté ubicado en otro polipéptiddirtis de los otros dos ectodominios de
ligando de TNF de la molécula. Dirigidas por eltoeanti-PD1, las moléculas de unién a
antigeno de la presente invencion tienen una dativiaumentada en el microambiente
tumoral y por lo tanto deben provocar menos probtede seguridad en comparacion con los
anticuerpos agonistas de 4-1BB convencionales aeraandividual.



SUMARIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencion proporciona una moéédd union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF que comgdeen
(a) al menos un resto capaz de unirse especificametiDd

5 (b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula se caracteriza quoe el primer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF o un
fragmento del mismo que esta conectados entrediane un enlazador peptidico
y por que el segundo polipéptido comprende Unicéenen ectodominio de dicho

10 miembro de la familia de ligandos de TNF o un fragto del mismo.

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNIE gumprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaraePD1,

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace

15 disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que eleprpulipéptido comprende dos

ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o un fragmento del
mismo que esta conectados entre si mediante una€olapeptidico y por que el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmilome dicho miembro de

20 la familia de ligandos de TNF o un fragmento dedmuo, y

(c) un dominio Fc compuesto de una primera y ueguisda subunidad capaz de

asociarse de manera estable.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TN&e gomprende

25
(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace

disulfuro, en donde la molécula de unién a antigenoaracteriza por que

30
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(i) el primer polipéptido contiene un dominio CHXCL y el segundo polipéptido

(ii)

(iii)

contiene un dominio CL o CH1, respectivamente, emdd el segundo
polipéptido esta unido al primer polipéptido medann enlace disulfuro entre
el dominio CH1 y CL y en donde el primer polipéptidomprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligandte TNF o dos

fragmentos del mismo que estan conectados entralsdominio CH1 o CL

mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende
un ectodominio de dicho miembro de la familia dgatidos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un atdazseptidico al dominio
CL o CHL1 de dicho polipéptido, o

el primer polipéptido contiene un dominio CHB el segundo polipéptido
contiene un dominio CH3, respectivamente, y en dagldprimer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o dos fragmentos del mismo que estan conectados gny al extremo C-
terminal del dominio CH3 mediante un enlazador ioegd y en donde el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmimme dicho miembro
de la familia de ligandos de TNF o un fragmentordisimo conectado a través
de un enlazador peptidico al extremo C-terminaldighinio CH3 de dicho

polipéptido, o

el primer polipéptido contiene un dominio VEL o VL-CH1 y el segundo
polipéptido contiene un dominio VL-CH1 o un domini&H-CL,
respectivamente, en donde el segundo polipéptidd esido al primer
polipéptido mediante un enlace disulfuro entre @nohio CH1 y CL y en
donde el primer polipéptido comprende dos ectodmside un miembro de la
familia de ligandos de TNF o fragmentos del misme gstan conectados entre
si y a VH o VL mediante un enlazador peptidico ydemde el segundo
polipéptido comprende un ectodominio de dicho miemtbe la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo conectattavés de un enlazador
peptidico al VH o VL de dicho polipéptido.

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TN&e gomprende
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(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaraePD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdias entre si mediante un enlace
disulfuro,

en donde la molécula de unién a antigeno se cawctor que

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CHXCL y el segundo polipéptido
contiene un dominio CL o CH1, respectivamente, emdd el segundo
polipéptido esta unido al primer polipéptido medkann enlace disulfuro entre
el dominio CH1 y CL y en donde el primer polipéptidomprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligandie TNF o dos
fragmentos del mismo que estan conectados engralsdominio CH1 o CL
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende
un ectodominio de dicho miembro de la familia dgatidos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un etdazeeptidico al dominio
CL o CH1 de dicho polipéptido, o

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CHB el segundo polipéptido
contiene un dominio CHS3, respectivamente, y en dagldprimer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o dos fragmentos del mismo que estan conectados siny al extremo C-
terminal del dominio CH3 mediante un enlazador ioég y en donde el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmdome dicho miembro
de la familia de ligandos de TNF o un fragmentordisimo conectado a travées
de un enlazador peptidico al extremo C-terminaldighinio CH3 de dicho

polipéptido.

En un aspecto, el miembro de la familia de ligandesTNF es uno que coestimula la
activacion de células T humanas. Por lo tanto, d&aula de unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF comprendedl menos un resto capaz de unirse
especificamente a un antigeno de célula diana y
(b) un primer y un segundo polipéptido que estadasentre si mediante un enlace disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que el epripolipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o dos fragmentos del mismo

que estadn conectados entre si mediante un enlazeghtidico y por que el segundo
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polipéptido comprende Unicamente un ectodominiodido miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo, en daldeiembro de la familia de ligandos de
TNF coestimula la activacion de células T humamé&s en particular, el miembro de la

familia de ligandos de TNF se selecciona entre B{13 OX40L.
En un aspecto particular, el miembro de la fantiédigandos de TNF es 4-1BBL.

En un aspecto adicional, el ectodominio de un mrente la familia de ligandos de TNF
comprende la secuencia de aminoacidos selecciardadael grupo que consiste en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, en particular, la secuende aminoécidos de SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 5. Mas en particular, el ectodominioutiemiembro de la familia de ligandos de

TNF comprende la secuencia de aminoacidos de SBQOL®b.

En un aspecto adicional, la molécula de union gganbd que contiene trimero de ligando de

la familia de TNF de la invencion comprende

(a) al menos un resto capaz de unirse especifiteraePD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula de union a antiggmoaracteriza por que el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidtecsonada entre el grupo
gue consiste en SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQNM 12 y SEQ ID NO: 10
y por que el segundo polipéptido comprende la setaede aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQADL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto, la molécula de unién a antigenocqotene trimero de ligando de la

familia de TNF de la invencion comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifiteraePD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro,
en donde la molécula de unidon a antigeno se cawctpor que el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidoSED ID NO: 10 y por que

el segundo polipéptido comprende la secuencia deo@icidos de SEQ ID NO: 5.
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En otro aspecto, la moléculas de unién a antigemoapntienen trimero de ligando de la

familia de TNF de la invencion comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaraePD1,

(b) un primer polipéptido que comprende un domi@bll o CL y un segundo
polipéptido que contiene un dominio CL o CH1, respamente, en donde el
segundo polipéptido esta unido al primer polipéptitediante un enlace disulfuro
entre el dominio CH1 y CL,
y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos
de TNF o dos fragmentos del mismo que estan cahestantre si y al dominio
CH1 o CL mediante un enlazador peptidico y por guesegundo polipéptido
comprende Unicamente un ectodominio de dicho miemdera familia de ligandos
de TNF o un fragmento del mismo conectado a trdeésn enlazador peptidico al
dominio CL o CH1 de dicho polipéptido.

En un aspecto, se proporciona una molécula de umiéantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF que comprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especificamdtdd a

(b) un primer polipéptido que comprende un dominio GHIn segundo polipéptido
qgue contiene un dominio CL, en donde el segundipétido esta unido al primer
polipéptido mediante un enlace disulfuro entre @mohio CH1 y CL,
y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiz por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos
de TNF o fragmentos del mismo que estan conectawlivs si y al dominio CH1
mediante un enlazador peptidico y por que el segyadipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador paptédl dominio CL de dicho
polipéptido.

En otro aspecto, se proporciona una molécula denumiantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF que comprende

(a) al menos un resto capaz de unirse especificamdtdd a
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(b) un primer polipéptido que comprende un dominio YCun segundo polipéptido
que contiene un dominio CH1, en donde el segundipgmido estd unido al
primer polipéptido mediante un enlace disulfurorergl dominio CH1 y CL,
y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos
de TNF o fragmentos del mismo que estan conectedis si y al dominio CL
mediante un enlazador peptidico y por que el segyadipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptd dominio CH1 de dicho
polipéptido.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIFctamo se ha definido anteriormente en el
presente documento, en donde el resto capaz deewspecificamente a PD1 se selecciona
entre el grupo que consiste en un anticuerpo, agnfento de anticuerpo y una proteina de
unidn a antigeno de armazon. En particular, ebrespaz de unirse especificamente a PD1 se
selecciona entre el grupo que consiste en un fragnde anticuerpo, una molécula Fab, una
molécula Fab sobrecruzada, una molécula Fab maeraé, una molécula Fv, una molécula
scFv, un anticuerpo de un solo dominio, una VH @ pnoteina de unién a antigeno de

armazon.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#écd unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF tal comchsedefinido anteriormente en el presente
documento, en donde el resto capaz de unirse éspp@nte a PD1 es un fragmento de
anticuerpo. En patrticular, el resto capaz de uresgecificamente a PD1 se selecciona entre
el grupo que consiste en una molécula Fab, unacoial&ab sobrecruzada, una molécula Fab
monocatenaria, una molécula Fv, una molécula safanticuerpo de un solo dominio y un
VH.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#édd unidon a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF tal comdaedefinido anteriormente en el presente
documento, en donde el resto capaz de unirse @ispeante a PD1 es una proteina de unién

a antigeno de armazon.

En un aspecto particular, la invencion se refienena molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNFnoose ha definido anteriormente, en
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donde el resto capaz de unirse especificamenteeBDfha molécula Fab o una molécula scFv
capaz de unirse especificamente a un antigenoldiea céana. Mas en patrticular, el resto

capaz de unirse especificamente a PD1 es una reofeai.

La invencion proporciona una molécula de uniontiggano que contiene trimero de ligando
de la familia de TNF que comprende al menos uroreapaz de unirse especificamente a
PD1. En un aspecto particular, la moléculas deruai@ntigeno que contienen trimero de
ligando de la familia de TNF comprende un restaazage unirse especificamente a PD1, lo
que significa que la molécula de union a antigene contiene trimero de ligando de la
familia de TNF es monovalente. En otro aspectantancion proporciona una molécula de
unién a antigeno que contiene trimero de ligandtadamilia de TNF que comprende dos
restos capaces de unirse especificamente a PQlielsignifica que la molécula de union a

antigeno que contiene trimero de ligando de lalfamie TNF es bivalente.

En un aspecto, la invencion proporciona una moéeédalunién a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dondesto capaz de unirse especificamente a

PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1O(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDING: (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDLBO:

(b) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, (i) HVR-H2 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 28 y un dominio VL quepeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 200(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID3Q: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ICBNO:

(¢) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 34, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 35 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 3YO(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID38Q: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ICBBIO:

un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 42, (i) HVR-H2 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 43 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 44 y un dominio VL quepeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 480(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID48Q: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID4KO:

un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 50, (i) HVR-H2 que coemae la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 51 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 52 y un dominio VL quepeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 980(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID5MQ: (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IC6BE0:

un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 58, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 60 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 8MO(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID@2Q: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID6BO:

un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que compeerd secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 66, (i) HVR-H2 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68 y un dominio VL quepeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 690(v) HVR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDMQ: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID/MO:

En un aspecto adicional, la invencion proporcioma molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNidende el resto capaz de unirse

especificamente a PD1 comprende

(@)

(b)

(©)

(d)

(€)

(f)

(9)

(h)

(i)

(k)

()

un dominio VH que comprende una secuencia decdtidos de SEQ ID NO: 19y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 20,

un dominio VH que comprende una secuenciandaacidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amidoside SEQ ID NO: 22,

un dominio VH que comprende una secuenciandaaicidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 23,

un dominio VH que comprende una secuenciandaacidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 24,

un dominio VH que comprende una secuenciardeccidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 25,

un dominio VH que comprende una secuenciandi@@acidos de SEQ ID NO: 32y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 33,

un dominio VH que comprende una secuenciandaacidos de SEQ ID NO: 40y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 41,

un dominio VH que comprende una secuenciandaacidos de SEQ ID NO: 48 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amidoside SEQ ID NO: 49,

un dominio VH que comprende una secuenciandi@@acidos de SEQ ID NO: 56 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 57,

un dominio VH que comprende una secuenciantie@cidos de SEQ ID NO: 64 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 65 o

un dominio VH que comprende una secuenciani@@acidos de SEQ ID NO: 72 y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 73.
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En un aspecto, la invencion proporciona una maéeédalunién a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dondesto capaz de unirse especificamente a

PD1 comprende

(@ un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que qoemde la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 16Q{(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDING: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDLBO:

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNR, donde el resto capaz de unirse

especificamente a PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende una secuenciandea@cidos de SEQ ID NO: 19

y un dominio VL que comprende una secuencia de@widos de SEQ ID NO: 20,

(b) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 22,

(¢) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitosde SEQ ID NO: 23,

(d) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 24 o

(e) un dominio VH que comprende una secuenciardeaicidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 25.

En un aspecto, se proporciona una molécula de wmiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF tal como se ha debrashteriormente en el presente documento,
en donde el resto capaz de unirse especificamefB®lacomprende una cadena pesada

variable que comprende una secuencia de amino&b&d8&Q ID NO: 21 y una cadena ligera
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variable que comprende una secuencia de amino&d&8&Q ID NO: 22 o en donde el resto
capaz de unirse especificamente a PD1 comprendecadana pesada variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ IRINQuna cadena ligera variable que

comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ IRNO

En un aspecto particular, la invencion se refienena molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNFnoose ha definido anteriormente, en
donde el enlazador peptidico es (G483 decir, un enlazador peptidico de SEQ ID NG: 11
En un aspecto, el enlazador peptidico es en tadosalsos (G483)

La invencién se refiere ademas a una molécula @ unantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF como se ha definideeaarmente en el presente documento,
que comprende un dominio Fc compuesto de una mimema segunda subunidad capaces

de asociarse de manera estable.

En un aspecto, la molécula de unién a antigenaguoiene trimero de ligando de la familia
de TNF de la invencién que comprende (c) un domfta@ompuesto de una primera y una
segunda subunidad capaz de asociarse de mandsi estaprende ademas (a) una molécula
Fab capaz de unirse especificamente a un antigeoéula diana, en donde la cadena pesada
de Fab esta fusionada en el extremo C-terminaltedr@o N-terminal de un dominio CH2 en

el dominio Fc.

En un aspecto adicional, el dominio Fc es un dayiu de IgG, en particular de IgG1 o un

dominio Fc de IgG4.

Mas en particular, el dominio Fc es un dominio EclgGl. En un aspecto particular, el
dominio Fc comprende una modificacion que promuawasociacion de la primera y segunda
subunidad del dominio Fc. En un aspecto especiicmvencién proporciona una molécula
de union a antigeno que contiene trimero de ligashelda familia de TNF, en donde la
primera subunidad del dominio Fc comprende lasitauagines de aminoacidos S354C y
T366W (numeracion de acuerdo con el indice EU dbaRay la segunda subunidad del
dominio Fc comprende las sustituciones de amino&cki349C, T366S, L368A y Y407V

(numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En otro aspecto, la invencion se refiere a una cotdéde union a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF como sedkéinido anteriormente en el presente

documento, que comprende
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(c) un dominio Fc compuesto de una primera y ugarsgda subunidad capaces de asociarse
de manera estable, en donde el dominio Fc comprem#de 0 mas sustituciones de

aminodacidos que reduce la unidén a un receptor derFgparticular hacia un receptoryFc

En particular, el dominio Fc comprende sustituctgode aminoacidos en las posiciones 234 y
235 (numeracion EU) y/o 329 (numeracion EU) dedadenas pesadas de IgG. Mas en
particular, se proporciona una molécula de uniéntggeno que contiene ligando trimérico de
la familia de TNF de acuerdo con la invencion qampgrende un dominio Fc de IgG1l que
comprende las sustituciones de aminoacidos eroksipnes 234 y 235 (numeracion EU) y/o
329 (numeracion EU), en particular, las sustituesorde aminoacidos L234A, L235A y
P329G (numeracion EU).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNfr,dende la molécula de union a antigeno
comprende

una primera cadena pesada y una primera cadema, lgenprendiendo ambas una molécula
Fab capaz de unirse especificamente a PD1, uneprpéptido que comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos de los mismos
conectados entre si mediante un primer enlazadmidpso fusionado en su extremo C-
terminal mediante un segundo enlazador peptidicmaa segunda cadena pesada o ligera,
y un segundo péptido que comprende un ectodomiaidicho miembro de la familia de
ligandos de TNF fusionado en su extremo C-termimadiante un tercer enlazador peptidico

a una segunda cadena ligera o pesada, respectiteamen

En otro aspecto, se proporciona una molécula denumiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF, en donde el primgutju® que comprende dos ectodominios de
un miembro de la familia de ligandos de TNF o fragtos del mismo conectados entre si
mediante un primer enlazador peptidico esta fusioma su extremo C-terminal mediante un
segundo enlazador peptidico a un dominio CH1 guendoparte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodomiaiaicho miembro de la familia de

ligandos de TNF o un fragmento del mismo est4d Ao en su extremo C-terminal

mediante un tercer enlazador peptidico a un don@higue forma parte de una cadena ligera.

En otro aspecto mas, se proporciona una moléculaid® a antigeno que contiene trimero
de ligando de la familia de TNF, en donde el pripégptido que comprende dos ectodominios
de un miembro de la familia de ligandos de TNFagifinentos del mismo conectados entre si
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mediante un primer enlazador peptidico esta fusioma su extremo C-terminal mediante un
segundo enlazador peptidico a un dominio CL quendoparte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodomieididho miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo esta f@mlo en su extremo C-terminal
mediante un tercer enlazador peptidico a un don@hd que forma parte de una cadena

ligera.

En un aspecto adicional, la invencion proporcioma molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNfgdende el primer péptido que comprende
dos ectodominios de un miembro de la familia dardps de TNF o fragmentos del mismo
conectados entre si mediante un primer enlazaghidoeo esta fusionado en su extremo C-
terminal mediante un segundo enlazador peptidico@minio VH que forma parte de una
cadena pesada,

y el segundo péptido que comprende un ectodomaidiacho miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo esta figglo en su extremo C-terminal

mediante un tercer enlazador peptidico a un donvhique forma parte de una cadena ligera.

En un aspecto particular, la invencion se refienena molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNFnoose ha definido anteriormente, en
donde el enlazador peptidico es (G483 decir, un enlazador peptidico de SEQ ID N@: 11
En un aspecto, el primero, el segundo y el tenckazador peptidico son (G4S)

Ademas, se proporciona una molécula de unién geargique contiene trimero de ligando de
la familia de TNF, en donde en el dominio CL adyaee&l miembro de la familia de ligandos
de TNF el aminoacido en la posicién 123 (numeraEidh se ha reemplazado por arginina (R)
y el aminoacido en la posicion 124 (numeracion BE)ha sustituido por lisina (K) y en
donde en el dominio CH1 adyacente al miembro déamailia de ligandos de TNF, los
aminoacidos en la posicion 147 (numeracion EU) yaeposicion 213 (numeracion EU) se

han sustituido por acido glutamico (E).

En un aspecto adicional, se proporciona una maédael unibn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF tal comdsedescrito anteriormente en el presente

documento, en donde la molécula de unién a antigemprende

(a) una primera cadena pesada y una primera céiders comprendiendo ambas una
molécula Fab capaz de unirse especificamente a PD1,
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(b) una segunda cadena pesada que comprende unandac de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12 y SEQ ID NO:10 y
una segunda cadena ligera que comprende una sicudac aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQAODL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#écd unidn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doraleblécula de unién a antigeno comprende
(a) una molécula Fab capaz de unirse especificanaeRD1, y

(b) una segunda cadena pesada que comprende ugoenda de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12 y SEQ ID NO:10 y
una segunda cadena ligera que comprende una sicudac aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQADL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto particular, se proporciona una mizéda uniébn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en doradleblécula de unién a antigeno comprende

() una primera cadena pesada que comprende ehaokH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y umaepa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuedeiaaminoacidos de
SEQ ID NO: 20 0
una primera cadena pesada que comprende el dokfihigue comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y umaegpa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuem&aaminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25,

(i) una segunda cadena pesada que comprendeclensta de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD74, SEQ ID NO: 76,
SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO:80 y
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(i) una segunda cadena ligera que comprende taeseia de aminodcidos

seleccionada entre el grupo que consiste en SEAD75, SEQ ID NO: 77,
SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 81.

En otro aspecto, la invencion proporciona una miéde unién a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en la tumolécula de unién a antigeno comprende

(@)

(b)

(©)

una primera cadena pesada que comprende la sexdenaminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 83 0 SEQ ID NO: 171, una segunda cagesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y unansiggcadena ligera que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID7BO:

una primera cadena pesada que comprendeuarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 83 0 SEQ ID NO: 171, una segunda cagesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y unansiggcadena ligera que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N,

una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 83 0 SEQ ID NO: 171, una segunda cagesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y unansiggcadena ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO; o

(d) una primera cadena pesada que comprende larsggwle aminoacidos de SEQ
ID NO: 82, una primera cadena ligera que comprémdecuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 83 0 SEQ ID NO: 171, una segundar@agesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 yseganda cadena ligera que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IEBMO:

En otro aspecto mas, la invencion proporciona uoigeala de union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, que compee

(@)

(b)

al menos wun resto capaz de unirse especifiteamea PD1 vy

un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
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disulfuro, en donde la molécula de union a antigenoaracteriza por que el primer
polipéptido contiene un dominio CH3 y el segunddipgptido contiene un
dominio CH3, respectivamente, y en donde el prip@ipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos del
mismo que estan conectados entre si y al extrertern@nal del dominio CH3
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptt extremo C-terminal del

dominio CH3 de dicho polipéptido.

En particular, dicha molécula de uniéon a antigene gontiene trimero de ligando de la

familia de TNF comprende dos dominios Fab capaeasdse especificamente a PD1.

En particular, se proporciona una molécula de umiéantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF como se ha descriter@ormente en el presente documento que

comprende

(&) una primera cadena pesada que comprendeuerseg de aminoacidos de SEQ ID
NO: 84, una segunda cadena pesada que comprese®ilencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 85, y dos cadenas ligeras que comprerdesecuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO: 171 o

(b) una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 86, una segunda cadena pesada que compreseukencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 87 y dos cadenas ligeras que compreladsgcuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 83 0 SEQ ID NO: 171.

En otro aspecto particular, la invencion proporaiema molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIFctamo se ha descrito anteriormente en el
presente documento, en donde la molécula de uniantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF comprende un dominid [Eapaz de unirse especificamente a
PD1.

En dicho aspecto, se proporciona una molécula dmunantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF, en donde la molécd& uniébn a antigeno comprende
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un polipéptido de fusion que comprende unanpra subunidad de un dominio
Fc y dos ectodominios de un miembro de la famikaligandos de TNF o
fragmentos del mismo que estan conectados enyraalsextremo C-terminal
del dominio CH3 mediante un enlazador peptidigbuia cadena pesada que
comprende el dominio VH del dominio Fab capaz desarespecificamente a
PD1, una segunda subunidad del dominio Fc y undentmio de dicho
miembro de la familia de ligandos de TNF o un fragto del mismo
conectado mediante un enlazador peptidico al erti@rterminal del dominio
CH3 y (iii)) una cadena ligera que comprende el domVL del dominio Fab
capaz de unirse especificamente a PD1, o]

un polipéptido de fusion que comprende unanpra subunidad de un dominio
Fc y un ectodominio de un miembro de la familialigandos de TNF o un
fragmento del mismo que esta conectado al extresmrnainal del dominio
CH3 mediante un enlazador peptidico, (ii) una cade#sada que comprende
el dominio VH del dominio Fab capaz de unirse efjpacnente a PD1, una
segunda subunidad del dominio Fc y dos ectodomaeodicho miembro de la
familia de ligandos de TNF o fragmentos del misme gstan conectados entre
si y al extremo C-terminal del dominio CH3 mediamteenlazador peptidico,
y (iii) una cadena ligera que comprende el domiriiodel dominio Fab capaz

de unirse especificamente a PD1.

En un aspecto particular, se proporciona una mizéda uniébn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doralenblécula de union a antigeno comprende

(@) un polipéptido de fusion que comprende la secia de aminoacidos de SEQ ID

(b)

NO: 88, una cadena pesada que comprende la segwenaminoacidos de SEQ ID

NO: 87 y una cadena ligera que comprende la sezuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83 0 SEQ ID NO: 171,

un polipéptido de fusién que comprende la secia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 89, una cadena pesada que comprende la segwenaminoacidos de SEQ ID

NO: 90 y una cadena ligera que comprende la semuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83 0 SEQ ID NO: 171,
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(c) un polipéptido de fusion que comprende la secia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 91, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 86 y una cadena ligera que comprende la se@uda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83 0 SEQ ID NO: 171,

(b) un polipéptido de fusion que comprende la secia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 93, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 92 y una cadena ligera que comprende la se@uda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83 0 SEQ ID NO: 171.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, spopcmna un polinucleétido aislado que
codifica una molécula de unidén a antigeno que eonatirimero de ligando de la familia de
TNF tal como se ha descrito anteriormente en ebgmte documento. La invencion
proporciona ademas un vector, particularmente wtovale expresion, que comprende el
polinucledtido aislado de la invencion y una célilaspedadora que comprende al
polinucledtido aislado o el vector de la invencidn algunas realizaciones, la célula

hospedadora es una célula eucariota, en particuiargcélula de mamifero.

En otro aspecto, se proporciona un método paraupiodna molécula de unién a antigeno
que contiene trimero de ligando de la familia dé=Td¢ la invencion, que comprende cultivar
la célula hospedadora de la invencion en condisicasecuadas para la expresion de la
molécula de unidn a antigeno que contiene trimeragdndo de la familia de TNF y aislar la
molécula de unidn a antigeno que contiene trimerdighndo de la familia de TNF. La
invencién también abarca una molécula de uniértigemo que contiene trimero de ligando

de la familia de TNF producida mediante el métoddadnvencion.

La invencion proporciona ademas una composiciamdaéutica que comprende la molécula
de union a antigeno que contiene trimero de ligaedia familia de TNF de la invencion y al

menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

También se encuentra abarcada por la invencioroléama de union a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF de la insién o la composicion farmacéutica de la
invencion, para su uso como medicamento. En uncspse proporciona la molécula de
unidn a antigeno que contiene trimero de ligand@adamilia de TNF de la invencion o la
composicion farmacéutica de la invencion, parasuan el tratamiento de una enfermedad

en un individuo que lo necesite. En una realizaeigpecifica, se proporciona la molécula de
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union a antigeno que contiene trimero de ligandadamilia de TNF de la invencién o la

composicién farmacéutica de la invencion, parassuan el tratamiento del cancer. En otro
aspecto, se proporciona la molécula de unién gemtique contiene trimero de ligando de la
familia de TNF de la invencion o la composiciomiacéutica de la invencion, para su uso en

la regulacién positiva o la prolongacién de laadtd de células T citotdxicas.

También se proporciona el uso de la molécula dénuaiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF de la invencion paddbricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad en un individuo quendcesite, en particular para la
fabricacion de un medicamento para el tratamieata@@ncer, asi como un método para tratar
una enfermedad en un individuo, que comprende astim@na dicho individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién que @rdp la molécula de unién a antigeno
que contiene trimero de ligando de la familia deFT8ke la invencion en una forma
farmacéuticamente aceptable. En una realizaciorecégm, la enfermedad es cancer.
También se proporciona un método para regularipasiente o prolongar la actividad de
células T citotoxicas en un individuo que tengaceanque comprende administrar al
individuo una cantidad eficaz de la molécula debnm antigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF de la invencién o tanposicion farmacéutica de la invencion.
En cualquiera de las realizaciones anterioresid@iduo es preferentemente un mamifero, en

particular, un ser humanao.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra que el bloqueo de PD1 con el clon de arfouquimérico PD1-0103
potencia fuertemente la secrecion de IFN por células T hawaprimaras alogénicas
estimuladas. La secrecion de IFN gamma es mayaoetparacion con los anticuerpos de
referencia MDX5C4 o MK-3475.

Enla figura 2 se muestra que el bloqueo de los clones humanizkdB®1, PD1-0103-0312
y PD1-103-314 aumenta incluson mas fuerza la secrecion de interferébn gammse@)Fpor
células T humanas primarias alogénicas estimuladasomparacién con el clon quimérico,
PD1-0103.

La figura 3 demuestra que el bloqueo EB1 con el clon de anticuerpo quimérico PD1-0103
y los clones humanizados, PD1-0103-0312 y PD1-1BB-8&umentdéuertemente la secrecion
del factor de necrosis tumoral (TNF) alfa por c@ulT humanas primarias alogénicas
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estimuladas. La secrecion de TNF-alfa es mayor amparacion con los anticuerpos de
referencia MDX5C4 o MK-3475.

La figura 4A muestra la frecuencia de células T CIpdoductoras de Granzima B en
presencia de concentraciones crecientes de diésreanticuerpos anti-PD1 (clon de
anticuerpo quimérico PD1-0103 y los clones humatigaPD1-0103-0312, PD1-0103-0313,
PD1-0103-0314, PD1-0103-0315)ayfigura 4B muestra la cantidad de IFNdetectado por

absorbancia (Densidad Optica, D.O.) en el sobreiadael MLR en presencia de

concentraciones crecientes de diferentes anticaenp-PD1.

Enla figura 5A se muestra el impacto del bloqueo de PD1/PD-Llaeractivacion de la
sefalizacion del receptor de células T suprimido peesencia del clon de anticuerpo
guimérico anti-PD1, PD1-0103 en comparacion coa B&)L1 y ena figura 5B se presenta
el impacto del bloqueo de PD1/PD-L1 en la reacttrade la sefializacion del receptor de
células T suprimido en presencia de diferentescaepos anti-PD1 (clon de anticuerpo
quimérico PD1-0103 y los clones humanizados, PO3a1312, PD1-0103-0313, PD1-0103-
0314, PD1-0103-0315).

La figura 6 muestra los componentes para el conjunto trimésgparado de ligando 4-1BB
humano.La figura 6A muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-254) que éstionado en el
extremo C-terminal a un dominio CL humano con lagationes E123R y Q124K (variante
cargada) yla figura 6B muestra el ligando monomérico 4-1BB(71-254) fuadm en su
extremo C-terminal al dominio CH1 humano con laganiones K147E y K213E (variante
cargada)La figura 6C muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-254) que éssionado en el
extremo C-terminal a un dominio CL humano sin laganiones ya figura 6D muestra el
ligando monomérico 4-1BB(71-254) fusionado en streemo C-terminal al dominio CH1
humano sin las mutacioneka figura 6E muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-254) que
esta fusionado en el extremo N-terminal a un damitti agujero de IgG1 humano Yfigura
6F muestra el ligando monomeérico 4-1BB(71-254) fuadmen el extremo N-terminal a un

dominio Fc pomo de IgG1.

La figura 7 ilustra esquematicamente las estructuras de lastraociones de moléculas de
unidn a antigeno que contienen trimero de 4-1BRLa77.6 de la invencion. La preparacion y
produccion de estas construcciones se describeegangplo 2. Los dominios VH y VL son
aquellos del anticuerpo anti-PD1 (en particulaQ30314), el punto negro grueso representa
la modificacion de pomo en agujero. * simboliza ffiodciones de aminoacidos en el
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dominio CH1 y CL (la denominada variante cargatla)figura 7A muestra la construccion
7.1 con variantes cargadas y 4-1BBL hu (71-254),laerfigura 7B se muestra una
construccion correspondiente sin variantes carga@dasonstruccion 7.4, tal como se muestra
enla figura 7D, comprende tres 4-1BBL hu (71-248) y varianteg@das, eta figura 7E se
ilustra la construccién correspondiente sin vagantargadad.a figura 7C muestra una
construccion bivalente con 4-1BBL hu (71-254) em datremos C-terminales de las cadenas

Fc y enla figura 7F se muestra una construccion correspondiente diB4- hu (71-248).

La figura 8 muestra los componentes para el conjunto trimégmarado de ligando 4-1BB
humano.La figura 8A muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-248) que éstionado en el
extremo C-terminal a un dominio CL humano con lagationes E123R y Q124K (variante
cargada) yla figura 8B muestra el ligando monomérico 4-1BB(71-248) fuadm en su
extremo C-terminal al dominio CH1 humano con laganiones K147E y K213E (variante
cargada)La figura 8C muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-248) que éssionado en el
extremo C-terminal a un dominio CL humano sin laganiones \a figura 8D muestra el
ligando monomeérico 4-1BB(71-248) fusionado en streeo C-terminal al dominio CH1
humano sin las mutaciondsa figura 8E muestra el ligando dimérico 4-1BB(71-248) que
esta fusionado en el extremo N-terminal a un darfiai agujero de IgG1 humano yfigura

8F muestra el ligando monomérico 4-1BB(71-248) fuadmen el extremo N-terminal a un

dominio Fc pomo de IgG1.

La figura 9 muestra los componentes para el conjunto trimégmarado de ligando 4-1BB
humano, en donde cada uno del ligando 4-1BB dimériel ligando 4-1BB monomérico esta
fusionado en su extremo N-terminal a otra cadenadlipéptido, en particular una de las
subunidades de un dominio k@ figura 9A muestra el ligando dimérico que esta fusionado
en el extremo N-terminal {a figura 9B muestra el ligando monomérico fusionado en el
extremo N-terminal. Efa figura 9C y la figura 9D se muestran dibujos esquematicos de las
construcciones de moléculas de unién a antigenccguoiéenen trimero de 4-1BBL, 7.11 y
7.12, respectivamente. En la figura 9C se muestaanolécula de unién a antigeno, en donde
el dominio Fab capaz de unirse especificamentelad3f unido a la cadena Fc pomo, el 4-
1BBL dimérico esta fusionado al extremo C-termidella cadena Fc agujero y el 4-1BBL
monomérico esta fusionado al extremo C-terminalladeadena Fc pomo. La figura 9D
muestra una molécula de unién a antigeno, en dehddominio Fab capaz de unirse
especificamente a PD1 esta unido a la cadena Fo,peind-1BBL dimérico también esta

fusionado al extremo C-terminal de la cadena Fc @gmel 4-1BBL monomérico esta
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fusionado al extremo C-terminal de la cadena F¢eagu

Enla figura 10A y la figura 10B se muestran dibujos esquematicos de las consingi
7.13 y 7.14, respectivamente. En la figura 10A sestra una molécula de union a antigeno,
en donde el dominio Fab capaz de unirse especiictama PD1 esta unido a la cadena Fc
agujero, el 4-1BBL dimérico esta fusionado al extweC-terminal de la cadena Fc agujero y
el 4-1BBL monomérico esta fusionado al extremo i@Giteal de la cadena Fc pomo. En la
figura 10B se muestra una molécula de union a embigen donde el dominio Fab capaz de
unirse especificamente a un antigeno de céluladiata unido a la cadena Fc agujero, el 4-
1BBL dimérico también esta fusionado al extremaef@ninal de la cadena Fc pomo vy el 4-
1BBL monomérico esta fusionado al extremo C-terindeda cadena Fc agujero.

Enlas figuras 11A a 11Dse muestran dibujos esquematicos de las molécelasrdrol La
figura 11A y la figura 11B muestranas variantesno dirigidas” de las construcciones 7.1y
7.3, respectivamente, en donde los dominios FahntiePD1 estan reemplazados por un
dominio Fab de DP47 (linea germinal). Las molécskslenominan control B y control C,
respectivamenteLa figura 11C muestra la variante no dirigida de la construccro,
denominada control D. La preparacion de las moséscde control se describe en el ejemplo
2.9. La figura 11D es un dibujo de moléculas IgG1 monoespecificaslasmutaciones
PGLALA, en donde los dominios Fab son dominios &atbP47 (control F) o dominios Fab
de PD1 0103-0314 (control M). Estas moléculas serden en el ejemplo 2.10.

La figura 12A muestra la configuracion de los experimentos de g&ta la union simultanea
de las moléculas de union a antigeno que contiigando 4-1BB C-terminal trimérico
separadas dirigidas a PD1 de la invencion. La usidniltanea a 4-1BB humano y a PD1
humano de la construccion 7.1 de molécula de umia@ntigeno de Fc kih de 4-1BBL (71-254)
dividido dirigida a PD1(0314) se muestra erfitmra 12B. La unidén simultanea a 4-1BB
humano y a PD1 humano de la molécula de unidnigeart bivalente de Fc kih de 4-1BBL
(71-254) dividido dirigida a PD1(0314) (construatid.3) se muestra en fegura 12C. La
union simultdnea a 4-1BB humano y a PD1 humanoademdlécula de unidon a antigeno
bivalente de Fc kih de 4-1BBL (71-248) divididoigida a PD1(0314) (construccion 7.5) se
muestra era figura 12D y la unidén simultanea a 4-1BB humano y a PD1 humda la
molécula de unién a antigeno bivalente de Fc ki-d&8BL (71-248) dividido dirigida a
PD1(0314) (construccion 7.6) se muestrdagiigura 12E.

Las figuras 13A a 13Hmuestran la unién de las moléculas de unién gemdi de fusion de
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Fc de ligando trimérico dividido de 4-1BB dirigidasPD1 a PBMC aisladas recientes, tal
como se describe en el ejemplo 5.1. Se muestraetlianmgeométrica de la intensidad de
fluorescencia de un anticuerpo de deteccion secwndanjugado a PE (eje y) frente a la
concentracion de las construcciones probadas (ej®ara una mejor visidbn general, las
gréficas se dividieron en dos, figura (13A), (13@8C) y (13D) y figura (13E), (13F), (13G)
y (13H), respectivamente, mostrandose las curviasgdaontrol F y el control M en todas las
graficas como referencias. La union se monitorize@¢@ulas T CD45CD3" CD4" humanas
recientes (figuras (13A) y (13E)), células T CD45D3" CD8" humanas recientes (figuras
(13B) y (13F)), células T CD43CD3" CD4™? CD8"?yd humanas recientes (figuras (13C) y
(13G)) y células B CD45CD3"9CD19 (figuras (13D) y (13H)).

Las figuras 14A a 14Hilustran la union de las moléculas de union agenid de fusion Fc de
ligando 4-1BB trimérico dividido dirigidas a PDIPBMC humanas activadas, que se probo
como se describe en el ejemplo 5.1. Se muestraetlianrgeomeétrica de la intensidad de
fluorescencia de anticuerpo de deteccion secundamgugado a PE (eje y) frente a la
concentraciéon de las construcciones probadas Yef@oxo control negativo, se uso el control
F. Para una mejor vision general, las graficasigédieron en dos, es decir, en las figuras
(14A), (14B), (14C) y (14D) y en las figuras (14E)4F), (14G) y (14H) mostrandose las
curvas del control F y el control M en todas lagfigas como referencias. Después de la
activacion con anticuerpo agonista anti-CD28 humgnanti-CD3 humano, se regula
positivamente la expresion de 4-1BB en la mayodaas células T CD45CD3" CD§'
(véanse las figuras (14A) o (14E)) o las célul&@®Dr5" CD3' CD4" (véanse las figuras (14B)
y (14F)) y en menor medida con la mayoria de laga$T CD45 CD3" CD4™ CD8"%vyd
(figuras (14C) o (14G)) o las células B CD4D3I ™ CD19" (figuras (14D) o (14H).

Las figuras 15A y 15Bmuestran la union de las moléculas de union gembide fusion de
Fc (kih) de ligando 4-1BB humano trimérico divididmigidas o no dirigidas a PD1 a células
del clon 5 de CHO-k1-huPD1 que expresan PD1 humBkhanétodo se describe en el
ejemplo 5.2. La unién se detecté con fragmento'Hate IgG de cabra especifico pary Fc
anti-lgG humana conjugado a R-ficoeritrina-fluoooo y la media geométrica medida
mediante citometria de flujo se muestra en el efenyel eje x se muestran la concentracion
de moléculas de unién a antigeno de fusion Fc gindio trimérico dividido de 4-1BB
dirigidas a PD1 y sus controles. Para una mejaérvigeneral, las graficas se dividieron en
dos (figura (15A) y figura (15B)), mostrandose ¢asvas para el control F y el control M en

ambas como referencia.
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Las figuras 16A y 16Bmuestran la union de las moléculas de union gembide fusion de
Fc (kih) de ligando 4-1BB humano trimérico divididiirigidas o no dirigidas a 4-1BB a
células del clon 26 de HelLa-hu4-1BBL-NFkB-luc qu@resan 4-1BB humano, probada del
modo descrito en el ejemplo 5.2. La unidn se détech fragmento F(ab’)2 de IgG de cabra
especifico para Rcanti-lgG humana conjugado a R-ficoeritrina-fluomuo y la media
geométrica medida mediante citometria de flujo sestra en el eje y. En el eje x se muestran
la concentracién de moléculas de union a antigenfogién Fc de ligando trimérico dividido
de 4-1BB dirigidas a PD1 y sus controles. Para megr vision general, las graficas se
dividieron en dos, denominadas figuras (16A) y (1l 8Bostrandose las curvas del control F y

el control M en ambas graficas como referencias.

La figura 17 muestra uresquema que ilustra los principios generales dsyende actividad
de NFkB descrito en el ejemplo 6 usando una lindalar indicadora. Se muestra la
configuracion del ensayo de activacion con la lioglalar indicadora HelLa que expresa 4-
1BB. Un sobrecruzamiento de 4-1BB expresado sodsecklulas indicadoras induce la
activacion de NKB y la expresion de luciferasa mediada pok RFDespués de la lisis de las
células, la luciferasa puede catalizar la oxidadiéma luciferina a oxiluciferina. Esta reaccion
guimica se correlaciona positivamente con la fudezka expresion de luciferasa mediada por

NFkB y puede medirse mediante la fuerza de la em#dnz (unidades de luz liberada).

Las figuras 18A a 18Dmuestran la expresion y actividad de luciferagtudida por la
activacion de NkB medida con el ensayo descrito en el ejemplo 6. wadades de luz
liberada (ULL) se miden durante 0,5 s/pocillo yagresentan frente a la concentracién usada
de construcciones de ligando Fc (kih) de 4-1BB mon@imérico dividido dirigidas y no
dirigidas a PD1. Se incubaron células indicadorakaHjue expresan 4-1BB durante 6 h en
ausencia (figuras (18A) y (18D)) o en presenciadélalas del clon 5 de CHO-k1-huPD1 que
expresan PD-1 sobrecruzantes (figura (18C) y (18B))cada gréafico se indica la proporcion
celular de las células HelLa que expresan 4-1BB honaacélulas del clon 5 de CHO-k1-
huPD1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los términosdeés y cientificos usados en el presente

documento tienen el mismo significado al que se ge&geralmente en la técnica a la que
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pertenece la presente invencion. Con el fin depné¢ar la presente memoria descriptiva, se
aplicaran las siguientes definiciones y siempre sg@ adecuado, los términos usados en

singular también incluiran el pluralwce versa

Tal como se usa en el presente documento, la eé&prgaolécula de unidén a antigenbse
refiere en su sentido mas amplio a una molécula spieune especificamente a un
determinante antigénico. Los ejemplos de molécaasunién a antigeno anticuerpos,

fragmentos de anticuerpo y proteinas de uniénigera de armazon.

Tal como se usa en el presente documento, la edprésesto capaz de unirse
especificamente a PD'1o "dominio de union a antigeno capaz de unirpeaficamente a
PD1" se refiere a una molécula de polipéptido queurse especificamente a PD1. En un
aspecto, el resto de unién a antigeno es capaetigtarda sefalizacion a través de PD1. En
un aspecto particular, el resto de unién a antigsncapaz de dirigir la entidad a la que esta
unido (por ejemplo, el trimero de ligando de laifeade TNF) a un sitio diana, por ejemplo,
a un tipo especifico de célula tumoral que portd B[ células T que portan PD1. Los restos
capaces de unirse especificamente a PD1 incluytcuarpos y fragmentos de los mismos,
tal como se define adicionalmente en el presenterdento. Ademas, los restos capaces de
unirse especificamente a un antigeno de céluladratuyen proteinas de unidén a antigeno
de armazon tal como se definen adicionalmente epredente documento, por ejemplo,
dominios de unidn que se basan en las proteinaspa¢icion disefiadas en los dominios de

repeticion disefiados (véase, por ejemplo, el dontori&O 2002/020565).

En relacién a un anticuerpo o a un fragmento dehmij la expresion "resto capaz de unirse
especificamente a un antigeno de célula diana'efsere a la parte de la molécula que
comprende el area a la que se une especificamesgecgmplementario a la totalidad o a
parte de un antigeno. Puede proporcionarse un ceg@z de unirse especificamente a un
antigeno, por ejemplo, mediante uno o mas domimergables de anticuerpo (también

denominados regiones variables de anticuerpo). &ticplar, un resto capaz de unirse
especificamente a un antigeno comprende una rggitable de cadena ligera de anticuerpo
(VL) y una region variable de cadena pesada dewerpo (VH).

El término ‘anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentidamgko y abarca
diversas estructuras de anticuerpo, incluyenda gierlimitacion, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoespesifig multiespecificos (por ejemplo,

anticuerpos biespecificos) y fragmentos de antpmyegn tanto que muestren la actividad de
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unién a antigeno deseada.

La expresion dnticuerpo monoclonal, tal como se usa en el presente documento, iseeef
a un anticuerpo obtenido a partir de una poblaadien anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individugles comprenden la poblacion son
idénticos y/o se unen al mismo epitopo, except@a mpasibles anticuerpos variantes, por
ejemplo, que contienen mutaciones de origen natugale aparecen durante la produccién de
una preparacion de anticuerpo monoclonal, estarmdt@sl variantes presentes generalmente
en cantidades menores. A diferencia de preparaialee anticuerpos policlonales, que
tipicamente incluyen diferentes anticuerpos diogidcontra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una pejga de anticuerpos monoclonales se

dirige contra un solo determinante o antigeno.

La expresion anticuerparionoespecifict, tal como se usa en el presente documento indica
un anticuerpo que tiene uno o0 mas sitios cada uecsg unen al mismo epitopo del mismo
antigeno. El términoblespecificd significa que la molécula de union a antigencasaz de
unirse especificamente a al menos dos determinantggenicos distintos. Tipicamente, una
molécula de unidn a antigeno biespecifica comprdodesitios de unién a antigeno, cada uno
de los cuales es especifico para un determinartigéaito diferente. En determinadas
realizaciones, la molécula de unibn a antigeno pbidfica es capaz de unirse
simultdneamente a dos determinantes antigénicasicydarmente a dos determinantes

antigénicos expresados en dos células distintas.

El término Valente', tal como se usa dentro de la presente solidgitdita la presencia de un
namero especificado de sitios de unidn en una ml@éte union a antigeno. Como tales, los
términos "bivalente”, “tetravalente” y “hexavalehiadican la presencia de dos sitios de
union, cuatro sitios de union y seis sitios de npr@spectivamente, en una molécula de union

a antigeno.

Las expresiones "anticuerpo de longitud completahticuerpo intacto” y "anticuerpo
completo” se usan de manera intercambiable eneskepte documento para referirse a un
anticuerpo que tiene una estructura sustancialmgntdar a una estructura de anticuerpo
nativa. Los anticuerpos nativos se refieren a moléculas de inmunoglobulina deeori
natural con estructuras variantes. Por ejemplo,aluscuerpos de clase IgG nativos son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamEsQ.000 Dalton, compuestas de dos

cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que estaa par enlaces disulfuro. De extremo N a
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C-terminal, cada cadena pesada tiene una regi@abiefVH), también denominada dominio
pesado variable o dominio variable de cadena pesagmida de tres dominios constantes
(CH1, CH2 y CH3), también denominada region corestale cadena pesada. De manera
similar, de N- a C-terminal, cada cadena ligeraetieina region variable (VL), también
denominado dominio variable ligero o dominio valéabe cadena ligera, seguido de un
dominio constante de cadena ligera (CL), tambigmadido region constante de cadena ligera.
La cadena pesada de un anticuerpo puede asignanse de cinco tipos, denominades
(IgA), o (IgD), € (IgE), vy (1gG) ou (IgM), algunos de los cuales pueden dividirse atesn
subtipos, por ejemplal (I9G1),y2 (19gG2),y3 (1gG3),y4 (1gG4),al (IgAl) ya2 (IgA2). La
cadena ligera de un anticuerpo puede asignarse deudos tipos, denominados kappay

lambda %), basandose en la secuencia de aminoacidos dersnid constante.

Un "fragmento de anticuerpd se refiere a una molécula distinta de un antpueéntacto
gue comprende una porcion de un anticuerpo inietose une al antigeno al que se une el
anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentosrdiewerpo incluyen, pero sin limitacién a
Fv, fragmentos Fab, Fab', Fab’-SH, F(@hdjacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, fragmentos
cross-Fab; anticuerpos lineales; moléculas dewsTpo monocatenarias (por ejemplo, scFv);
y anticuerpos de un solo dominio. Para una revisién determinados fragmentos de
anticuerpo, véase Hudson et al., Nat Med 9, 129(E®03). Para una revisién de los
fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pluckthun,Tkeae Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., SmirvVerlag, Nueva York, pags. 269-315
(1994); véase también el documento WO 93/1618as\Platentes de los Estados Unidos n.°
5.571.894 y 5.587.458. Para la discusion de fratpsdfab y F(aky)que comprenden restos
de epitopo de union a receptor salvajes y quertiseenividain vivo aumentada, véase la
Patente de los Estados Unidos n.° 5.869.046. Laxsudipos son fragmentos de anticuerpo
con dos sitios de union a antigeno que pueden igalebtes o biespecificos, véase, por
ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 1993/01Hétison et al., Nat Med 9, 129-134
(2003); y Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA, 6444-6448 (1993). Los triacuerpos y
tetracuerpos también se describen en Hudson etNat.,Med 9, 129-134 (2003). Los
anticuerpos de un solo dominio son fragmentos dieusmmpos que comprenden todo o0 una
porcién del dominio variable de cadena pesada @ ¢odna porcién del dominio variable de
cadena pesada de un anticuerpo. En determinadésmacemes, un anticuerpo de un solo
dominio es un anticuerpo de un solo dominio hum@wmantis, Inc., Waltham, MA; véase,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos 1248616 B1l). Pueden producirse
fragmentos de anticuerpo mediante varias técnicealstyendo, pero sin limitacion, digestion
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proteolitica de un anticuerpo intacto asi como tadpccion por células hospedadoras
recombinantes (por ejemplg, colio fago), tal como se describe en el presente dectan

La digestidn con papaina de anticuerpos intactodyze dos fragmentos de union a antigeno
idénticos, denominados fragmentos "Fab", que coatiecada uno los dominios variables de
cadena pesada y ligera y también el dominio cotestiala cadena ligera y el primer dominio
constante (CH1) de la cadena pesada. Tal comaasenusl presente documento, Por lo tanto,
la expresion fragmento Fal' se refiere a un fragmento de anticuerpo que centa un
fragmento de cadena ligera que comprende un doibig un dominio constante de una
cadena ligera (CL) y un dominio VH y un primer damiconstante de una cadena pesada
(CH1). Los fragmentos Fab' difieren de los fragrmasnfab por la adicion de unos pocos
restos en el extremo carboxilo del dominio CH1 ddema pesada, incluyendo una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo.Hais-SH son fragmentos Fab' en los que los
restos de cisteina de los dominios constantesrpariagrupo tiol libre. El tratamiento con
pepsina proporciona un fragmento F(atp)e tiene dos sitios de combinacion con antigeno

(dos fragmentos Fab) y una parte de la region Fc.

La expresion "fragmento cross-Fab" o "fragmentobXFa"fragmento Fab sobrecruzado” se
refiere a un fragmento Fabn donde las regiones variables o las regionedaruas de las
cadenas pesada y ligera estan intercambiadas. &blgs dos composiciones de cadena
diferentes de una molécula Fab sobrecruzada y esiénprendidas en los anticuerpos
biespecificos de la invencion: Por una parte, éggones variables de las cadenas pesada y
ligera del Fab estan intercambiadas, es decir,digacula Fab sobrecruzada comprende una
cadena peptidica compuesta de la region variabtadeena ligera (VL) y la region constante
de cadena pesada (CH1) y una cadena peptidica estapde la region variable de cadena
pesada (VH) y la regidon constante de cadena lig&ta Esta molécula Fab sobrecruzada se
cita también como CrossFalvw). Por otra parte, cuando estan intercambiadastisnes
constantes de las cadenas ligera y pesada delaFaimlécula Fab sobrecruzada comprende
una cadena peptidica compuesta de la region variddblcadena pesada (VH) y la region
constante de cadena ligera (CL) y una cadena pepttdmpuesta de la region variable de
cadena ligera (VL) y la region constante de cadpesada (CH1). Esta molécula Fab
sobrecruzada se cita también como Crosgdral).

Un "fragmento Fab monocatenario" scFall' es un polipéptido que consiste en un dominio
variable de cadena pesada de anticuerpo (VH), omnilm constante 1 de anticuerpo (CH1),

un dominio variable de cadena ligera de anticu€kig, un dominio constante de cadena
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ligera de anticuerpo (CL) y un enlazador, en dotideos dominios de anticuerpo y dicho
enlazador tienen uno de los siguientes ordenedsreccibn de N-terminal a C-terminal: a)
VH-CH1-enlazador-VL-CL, b) VL-CL-enlazador-VH-CHt) VH-CL-enlazador-VL-CH1 o

d) VL-CH1-enlazador-VH-CL; y en donde dicho enlamads un polipéptido de al menos 30
aminoacidos, preferentemente de entre 32 y 50 &withos. Dichos fragmentos Fab
monocatenarios se estabilizan a través del enlacéfuto natural entre el dominio Cl y el
dominio CH1. Ademas, estas moléculas Fab monoa@snapueden estabilizarse
adicionalmente mediante la generacion de enlacesfulio intercadena insertando restos de
cisteina (por ejemplo, en la posicion 44 en la padeesada variable y en la posicién 100 en

la cadena ligera variable de acuerdo con la nunderae Kabat).

Un "fragmento Fab monocatenario sobrecruzadot-scFald' es como tal un polipéptido que
consiste en un dominio variable de cadena pesadatieierpo (VH), un dominio constante 1
de anticuerpo (CH1), un dominio variable de cadeyexa de anticuerpo (VL), un dominio
constante de cadena ligera de anticuerpo (CL) gnlazador, en donde dichos dominios de
anticuerpo y dicho enlazador tienen uno de losiasnges 6rdenes en direccién de N-terminal
a C-terminal: a) VH-CL-enlazador-VL-CH1 y b) VL-CHehlazador-VH-CL; en donde el
VH y el VL forman juntos un sitio de unién a antigeque se une especificamente a un
antigeno y en donde dicho enlazador es un poligeépld al menos 30 aminoacidos. Ademas,
estas moléculas x-scFab pueden estabilizarse adiniente mediante la generacion de
enlaces disulfuro intercadena insertando restasstieina (por ejemplo, en la posicion 44 en
la cadena pesada variable y en la posicion 10@ eadena ligera variable de acuerdo con la

numeracion de Kabat).

Un “fragmento variable monocatenario(scFV)” es una proteina de fusion de las regiones
variables de las cadenas pesada) (Y ligera (M) de un anticuerpo, conectadas con un
péptido enlazador corto de diez a aproximadamesteardinoacidos. El enlazador es
normalmente rico en glicina para su flexibilidadj @omo en serina o treonina para su
solubilidad y pueden conectar bien el extremo Mibeal de la \; con el extremo C-terminal
de la M o vice versaEsta proteina retiene la especificidad del aatjpo original, a pesar de
la eliminacion de las regiones constantes y dattaduccion del enlazador. Los anticuerpos
scFv, por ejemplo, se describen en Houston, J.8thdds in Enzymol. 203 (1991) 46-96).
Ademas, los fragmentos de anticuerpo comprenddpgmpbidos monocatenarios que tienen
las caracteristicas de un dominio VH, es decir, cagpmaces de ensamblarse junto con un

dominio VL o las de un dominio VL, es decir, sorpaees de ensamblarse junto con un



10

15

20

25

30

35

dominio VH a un sitio de unién a antigeno funcioyade este modo proporcionar la

propiedad de unidn a antigeno de los anticuerpéenditud completa.

Las 'proteinas de union a antigeno de armazdrse conocen en la técnica, por ejemplo, se
han usado fibronectina y proteinas de repeticiéramiguirina disefiadas (DARPin) como
estructuras alternativas para dominios de uniéntayeno, véase, por ejemplo, Gebauer y
Skerra, Engineered protein scaffolds as next-géparantibody therapeutics. Curr Opin
Chem Biol 13:245-255 (2009) y Stumpp et al., Daspi new generation of protein
therapeutics. Drug Discovery Today 13: 695-701 80&n un aspecto de la invencion, una
proteina de unidn a antigeno de armazon se seteceitre el grupo que consiste en CTLA-4
(Evibody), lipocalinas (anticalina), una molécukxidada de proteina A, tal como el dominio
Z de la proteina A (Affibody), un dominio A (Avimétaxibody), una transferrina sérica
(transbody); una proteina de repeticion de anquirinaeftisla (DARPIn), un dominio
variable de cadena ligera o de cadena pesada idaeapb (anticuerpo de un solo dominio,
sdAb), un dominio variable de cadena pesada deusmpo (nanocuerpo, aVH), fragmentos
Vnar, Una fibronectina (AdNectin), un dominio de leatide tipo C (Tetranectina); un
dominio variable de beta lactamasa receptora deonaatigeno (fragmentosyyk), una
gamma-cristalina o ubiquitina humana (moléculasiliAff un dominio de tipo kunitz de
inhibidores de proteasa humana, microcuerpos, tae® las proteinas de la familia de

knotina, aptameros peptidicos y fibronectina (atinat

CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocitos T citotbs) es un receptor de la familia de CD28
expresado principalmente en células T CD4+. Su diomaxtracelular tiene un plegamiento
Ig similar a un dominio variable. Los bucles cop@sdientes a las CDR de anticuerpos
pueden sustituirse con una secuencia heterdloga quarferir propiedades de unién. Las
moléculas CTLA-4 disefiadas por ingenieria genétmara que tengan diferentes
especificidades de union se conocen también conilooéies (por ejemplo, el documento
US7166697B1). Los Evibodies tienen aproximadamehtenismo tamafio que la region
variable aislada de un anticuerpo (por ejemplo,anticuerpo de dominio). Para detalles
adicionales, véase Journal of Immunological MethHo# (1-2), 31-45 (2001).

Las lipocalinas son una familia de proteinas erttdares que transportan pequefias
moléculas hidréfobas, tales como esteroides, Bilingtinoides vy lipidos. Tienen una rigida
estructura secundaria en beta-lamina con una deribucles en el extremo abierto de la
estructura conica que puede modificarse para quenaea diferentes antigenos diana. Las

anticalinas tienen un tamafio de entre 160-180 amidos y proceden de las lipocalinas.
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Para mas detalles, véase Biochim Biophys Acta 148%27-350 (2000), documentos
US7250297B1 y US20070224633.

Un affibody es un armazon derivado de la proteinde/Staphylococcus aureugue puede
modificarse para que se una a un antigeno. El doroamsiste en un ovillo de tres hélices de
aproximadamente 58 amino&cidos. Se han generatiot&édias mediante la aleatorizacion de
restos de superficie. Para mas detalles, véaseiiong. Des. Sel. 17, 455-462 (2004) y el
documento EP 1641818A1.

Los avimeros son proteinas multidominio procededéeka familia de armazén de dominio A.
Los dominios nativos, de aproximadamente 35 amidodcadoptan una estructura definida
unida por enlaces disulfuro. La diversidad se geneordenando la variacion natural

mostrada por la familia de dominios A. Para maalkbst, véase Nature Biotechnology 23(12),
1556 - 1561 (2005) y Expert Opinion on Investigadio Drugs 16(6), 909-917 (Junio de

2007).

Una transferrina es una glucoproteina monoméricaahesporte en suero. Las transferrinas
pueden disefiarse para unirse a diferentes antigkaoa mediante insercion de secuencias
peptidicas en un bucle superficial permisivo. Lgamplos de estructuras de transferrina
disefiadas incluyen el Trans-body. Para detallescdiles véase J. Biol. Chem 274, 24066-
24073 (1999).

Las proteinas de repeticion de anquirina disefildARPIn) se derivan de anquirina, que es
una familia de proteinas que median la unidon ddepras integrales de membrana al
citoesqueleto. Una sola repeticion de anquirinaresiotivo de 33 restos que consiste en dos
hélices alfa y un giro beta. Pueden disefiarse panse a diferentes antigenos diana
aleatorizando restos en la primera hélice alfa gitmbeta de cada repeticion. Su interfaz de
union puede aumentarse aumentando el numero deleso@un método de maduracion de
afinidad). Para detalles adicionales véase J. Biol. 332, 489-503 (2003), PNAS 100(4),
1700-1705 (2003) y J. Mol. Biol. 369, 1015-102802Py el documento US20040132028A1.

Un anticuerpo de un solo dominio es un fragment@mi&cuerpo que consiste en un solo
dominio variable monomérico de anticuerpo. El prindeminio individual procedio del
dominio variable de la cadena pesada de anticudgpcamélidos (nanobodies o fragmentos
VyH). Ademas, la expresion anticuerpo de un solo damincluye un dominio variable de

cadena pesada humana (aVH) o fragmentgg Yrocedentes de tiburdn.
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La fibronectina es un armazon que puede modificaesa que se una a antigenos. Las
adnectinas consisten en un armazon de la secugm@eninoacidos natural del 10° dominio
de las 15 unidades repetidas de fibronectina hurdartgo Il (FN3). Pueden disefiarse tres
bucles en un extremo del beta-sandwich para permgile una adnectina reconozca
especificamente una diana terapéutica de inteeda. rRas detalles, véase Protein Eng. Des.
Sel. 18, 435- 444 (2005), US20080139791, documamd2005056764 y US6818418B1.

Los aptameros de péptidos son moléculas de recoietd combinatorias que consisten en
una proteina de armazon constante, tipicamentedaxina (TrxA) que contiene un bucle
peptidico variable constrefiido insertado en eb sifitivo. Para mas detalles, véase Expert
Opin. Biol. Ther. 5, 783-797 (2005).

Los microbodies proceden de microproteinas de wrigggural de 25-50 aminoacidos de

longitud que contienen 3-4 puentes de cisteina;ejemplos de microproteinas incluyen

KalataBl, conotoxina y knottinas. Las microproteirteenen un bucle que puede disefiarse
para que incluya hasta 25 aminoécidos sin versetaafe el plegamiento general de la

microproteina. Para mas detalles acerca de domidéosknottina disefiados, véase el

documento WO2008098796.

Una 'molécula de unién a antigeno que se une al mismoitpo" que una molécula de
referencia se refiere a una molécula de unién igemd que bloquea la unién dela molécula
de referencia a su antigeno en un ensayo de candpetin un 50% o mas y al contrario, la
molécula de referencia bloquea la union de la nubdéde unién a antigeno a su antigeno en

un ensayo de competicién en un 50% o mas.

La expresion dominio de unién a antigend se refiere a la parte de una molécula de union a
antigeno que comprende el area que se une espewfite a y es complementaria con parte o
la totalidad de un antigeno. En caso de que efyjemii sea voluminoso, una molécula de
unidn a antigeno puede unirse Unicamente a una particular del antigeno, denominandose
esta parte epitopo. Un dominio de union a antigrmule estar proporcionado, por ejemplo,
mediante uno o0 mas dominios de anticuerpo (tambEmominados regiones variables).
Preferentemente, un dominio de unién a antigengpoamde una regidn variable de cadena

ligera de anticuerpo (VL) y una region variablecdeena pesada de anticuerpo (VH).

Tal como se usa en el presente documento, la édprédeterminante antigénicd es

sinbnima de "antigeno" y "epitopo" y se refierenasitio (por ejemplo, una serie contigua de
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aminoacidos o una configuracion conformacional coespa de diferentes regiones de
aminoacidos no contiguos) de una macromoléculeotipgptido a la que se une un resto de
unién a antigeno, formando un complejo de restoud®n a antigeno-antigeno. Los
determinantes antigénicos utiles pueden encontraseejemplo, sobre las superficies de
células tumorales, sobre las superficies de céinfastadas por virus, sobre las superficies de
células enfermas, sobre las superficies de célatagnitarias, libres en el suero sanguineo
y/o en la matriz extracelular (ECM). Las proteinddes como antigenos en el presente
documento pueden ser cualquier forma nativa deejorag de cualquier fuente de vertebrado,
incluyendo mamiferos, tales como primates (por pjemseres humanos) y roedores (por
ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indigoeritrario. En una realizacién particular, el
antigeno es una proteina humana. En los casos dmndeace referencia en el presente
documento a una proteina especifica, el términcaba proteina de "longitud completa”, no
procesada asi como cualquier forma de la protairasga el resultado de su procesamiento
en la célula. El término también abarca variangesrigen natural de la proteina, por ejemplo,

variantes de corte y empalme alternativo o vargaltélicas.

La expresion ¢apaz de unirse especificamente a PD4e refiere a una molécula de union a
antigeno que es capaz de unirse a PD1 con laentBcafinidad, de tal forma que la molécula
de union a antigeno es util como agente diagndgtwderapéutico para dirigirse a PD1. La
molécula de unidn a antigeno incluye, pero sinténoidn, anticuerpos, moléculas Fab,
moléculas Fab sobrecruzadas, moléculas Fab monaci@® moléculas Fv, moléculas scFv,
anticuerpos de un solo domino y proteina de uniantageno de VH y de armazén. En un
aspecto, el alcance de la unidon de una moléculanid® a antigeno anti-PD1 a una proteina
no PD1 no relacionada es menor de aproximadaméed®e de la union de la molécula de
union a antigeno a PD1, tal como se mide, por dgmpediante un radioinmunoensayo
(RIA). En particular, una molécula de unidn a aeniy que es capaz de unirse
especificamente a PD1 tiene una constante de dgoei (Ky) de<1 uM, <100 nM,<10
nM, <1 nM,< 0,1 nM,< 0,01 nM o< 0,001 nM (por ejemplo, ItM o menos, por ejemplo,
de 1M a 10" M, por ejemplo, de I®M a 10*® M). En determinadas realizaciones, una
molécula de union a antigeno anti-PD1 se une adeDdiferentes especies. En particular, la

molécula de unién a antigeno anti-PD1 se une adekr humano y de macaco.

Por "union especificd se pretende indicar que la unién es selectiva phantigeno y puede
discriminarse de interacciones no deseadas o muifisps. La capacidad de una molécula de

unidén a antigeno para unirse a un antigeno espe@fiede medirse bien a través de un
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ensayo inmunoabsorbente acoplado a enzimas (ELUSétyas técnicas familiares para un
experto en la materia, por ejemplo, la técnicaesomancia de plasmon superficial (SPR)
(analizada en un instrumento BlAcore) (Lilieblad adt, Glyco J 17, 323-329 (2000)) y
ensayos de union tradicionales (Heeley, EndocraRe217-229 (2002)). En una realizacion,
el alcance de la union de una molécula de unidntigeno a una proteina no relacionado es
menos de aproximadamente el 10 % de la union demoiécula de union a antigeno al
antigeno medida, por ejemplo, mediante SPR. Enrdetadas realizaciones, una molécula
que se une al antigeno tiene una constante daatigot (Kd) de< 1 uM, <100 nM,< 10 nM,
<1 nM,<0,1 nM,< 0,01 nM o< 0,001 nM (por ejemplo, TOM o menor, por ejemplo, de
10® M a 10" M, por ejemplo, de IdM a 10™ M).

"Afinidad " o "afinidad de union" se refiere a la fuerza desiima total de interacciones no

covalentes entre un solo sitio de unién de una cotdé(por ejemplo, un anticuerpo) y su

compafiero de unién (por ejemplo, un antigeno). Aoreque se indique lo contrario, tal

como se usa en el presente documento, la "afiddachion” se refiere a la afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entrenmbros de una pareja de union (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molé&ufsor su ligando Y se puede representar
en general por su constante de disociacion (Kdg, egl la relacion de las constantes de
velocidad de disociacion y asociaciogg(k kon, respectivamente). Por lo tanto, las afinidades
equivalentes pueden comprender diferentes constdeteelocidad, siempre que la relacion
de las constantes de velocidad siga siendo la mikmafinidad puede medirse mediante
métodos comunes conocidos en la técnica, incluyaagiellos descritos en el presente
documento. Un método particular para medir la déidies resonancia de plasmoén superficial
(SPR).

Un "antigeno de célula diang tal como se usa en el presente documento, sFaef un
determinante antigénico presentado sobre la sgmede una célula diana, por ejemplo, una
célula T o una célula B, una célula en un tumdr¢caano una célula cancerosa o una célula
del estroma tumoral. En determinadas realizaciopesantigeno de célula diana es un
antigeno sobre la superficie de células T. En eadizacion, el antigeno de célula diana es
PD1.

El término ‘PD1”, también conocido como proteina de muerte celptagramada 1, es una
proteina de membrana de tipo | que tiene 288 amidog y fue descrita por primera vez en
1992 (Ishida et al., EMBO J., 11 (1992), 3887-38%3)1 es miembro de la amplia familia
CD28/CTLA-4 de reguladores de linfocitos T y tiedes ligandos, PD-L1 (B7-H1, CD274) y
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PD-L2 (B7-DC, CD273). La estructura de la proteimeluye un dominio extracelular IgV
seguido por una region transmembrana y una calacelular. La cola intracelular incluye
dos sitios de fosforilacion situados en un motivthibidor basado en tirosina de
inmunorreceptor y un motivo interruptor basado easina de inmunorreceptor, lo que
sugiere que PD1 regula negativamente las sefialE€Re Esto es coherente con la union de
las SHP-1 y SHP-2 fosfatasas a la cola citoplasmate PD1 tras la unién del ligando.
Aunque PD1 no se expresa en linfocitos T no expsgeattratamiento, esta regulado en
exceso después de la activacion del receptor fieiios T mediada por TCR y se observa en
linfocitos T tanto activados como agotados (Agatal.e Int. Immunology 8 (1996), 765-772).
Estos linfocitos T agotados tienen un fenotipo whsfonal y son incapaces de responder
adecuadamente. Aunque PD1 tiene un modelo de éxpredativamente amplio, su papel
mas importante es probablemente un receptor cadrilen los linfocitos T (Chinai et al,
Trends in Pharmacological Sciences 36 (2015), 35)-3.0s enfoques terapéuticos actuales
se centran, por tanto, en bloguear la interacc®®PA1 con sus ligandos para potenciar la
respuesta de linfocitos T. Las expresiones "mugmegramada 1", "muerte celular
programada 1", "proteina PD-1", "PD-1", "PD1", "PDT, "hPD-1" y "hPD-I" pueden
usarse de manera intercambiable e incluyen vasargeformas, homologos de especie de
PD1 humano y analogos que tienen al menos un ep&omun con PD1. La secuencia de
aminoacidos de PD1 humano se muestra en UniProtw(wviprot.org) con el n.° de
referencia Q15116 (SEQ ID NO:94).

La expresion region variable” o "dominio variable" se refiere al dominio de ucedena
ligera o pesada de anticuerpo que esta implicada emion de la molécula de unién a
antigeno a su antigeno. Los dominios variableadadlena pesada y la cadena ligera (VH y
VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo tiegemeralmente estructuras similares,
comprendiendo cada dominio cuatro regiones marasetvadas (FR) y tres regiones
hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindtagt Kuby Immunology, 62 ed., W.H.
Freeman and Co., pagina 91 (2007). Puede ser entficun solo dominio VH o VL para

conferir especificidad de union a antigeno.

La expresion region hipervariable” o "HVR", tal como se usa en el presente documesgo
refiere a cada una de las regiones de un domimiabla de anticuerpo que son hipervariables
en secuencia y/o forman bucles estructuralmentside$ ("bucles hipervariables”). En
general, los anticuerpos de cuatro cadenas natmoprenden seis HVR; tres en la VH (H1,
H2, H3) y tres en la VL (L1, L2, L3). Las HVR congmden generalmente restos de
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aminoacidos de los bucles hipervariables y/o forram "regiones determinantes de la
complementariedad” (CDR), siendo estas ultimasiéamayor variabilidad de secuencia y/o
estan implicadas en el reconocimiento de antigebos.bucles hipervariables ejemplares
suceden en los restos de aminoacidos 26-32 (L12502), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55
(H2) y 96-101 (H3). (Chothia y Les#, Mol. Biol.196:901-917 (1987)). Las CDR ejemplares
(CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, y CDR-H3&)parecen en los restos de
aminoacidos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de3l1335B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de
H3. (Kabat et aJ. Sequences of Proteins of Immunological Inter38ted. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesdd) §1991)). Las regiones hipervariables
(HVR) también se citan como regiones determinaghda complementariedad (CDR) y estos
términos se usan de manera intercambiable en slemee documento en referencia a
porciones de la region variable que forman lasoregg de unidn a antigeno. Esta region
particular se ha descrito por Kabat et al., U.SptDef Health and Human Services,
"Sequences of Proteins of Immunological Intere$983) y por Chothiat al, J. Mol. Biol
196:901-917 (1987), donde las definiciones inclugelapamiento o subconjuntos de restos
de aminoacidos cuando se comparan entre si. Sirargmbla aplicacion de cualquier
definicion para referirse a una CDR de un anticoieop variantes del mismo pretende
encontrarse dentro del alcance del término tal ceendefine y usa en el presente documento.
Los restos de aminoacidos adecuados que abarc@DRdal como se definen en cada una
de las referencias citadas anteriormente se expamémnTabla A a modo de comparacion. El
namero exacto de restos que abarca una CDR partiaiiara dependiendo de la secuencia y
tamafio de la CDR. Los expertos en la materia pudd&rminar de manera rutinaria qué
restos comprenden una CDR particular dada la seiuda aminoacidos de la regién variable

del anticuerpo.

TABLA A. Definiciones de CDR*

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 de 31-35 26-32 26-35
CDR2 de 50-65 52-58 50-58
CDR3 de 95-102 95-102 95-102
CDR1 de \ 24-34 26-32 24-34
CDR2 de \{ 50-56 50-52 50-56
CDR3 de \ 89-97 91-96 89-97

! La numeracion de todas las definiciones de CDRadrabla A es de acuerdo con las
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convenciones de numeracion expuestas por Kabhat(eéase mas adelante).
2 "AbM" con una “b” mindscula, tal como se usa enTkbla A se
refiere a las CDR tal como se definen por el pnograle modelado

de anticuerpos de Oxford Molecular's, "AbM".

Kabatet al. también definieron un sistema de numeracion pagesécuencias de la region
variable que es aplicable a cualquier anticuerpo.eiperto habitual en la materia puede
asignar de manera univoca este sistema de "nurberdei Kabat" a cualquier secuencia de
region variable, sin basarse en cualquier datorempatal mas alla de la secuencia en si
misma. Tal como se usa en el presente documentoutaeracion de Kabat" se refiere al
sistema de numeracion expuesto por Kabat et &., Dept. of Health and Human Services,
"Sequence of Proteins of Immunological Interest983). A menos que se especifique lo
contrario, las referencias a la numeracion de po®s de restos de aminoacidos especificas

en una region variable de anticuerpo son de acuwEnd@l sistema de numeracion de Kabat

Con la excepcion de CDR1 en VH, las CDR generalmmammprenden los restos de
aminoacidos que forman los bucles hipervariables. CDR también comprenden "restos
determinantes de la especificidad”, o "SDR", que stos que entran en contacto con el
antigeno. Los SDR estan contenidos dentro de lgisnes de las CDR llamadas CDR-
abreviadas o0 a-CDR. Las a-CDR ejemplares (a-CDRat@DR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1,
a-CDR-H2 y a-CDR-H3) aparecen en los restos de@mido 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-
96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 y 95-102 de (M&ase Almagro y FranssoRront.
Biosci.13:1619-1633 (2008)). A menos que se indique ldraan, los restos de HVR y otros
restos en el dominio variable (por ejemplo, re$tB3 se numeran en el presente documento

segun Kabat et alanteriormente citado

Tal como se usa en el presente documento, la eédprémadurado por afinidad” en el
contexto de las moléculas de union a antigeno €mnplo, anticuerpos) se refiere a una
molécula de unién a antigeno que procede de unécmalde unién a antigeno de referencia,
por ejemplo, mediante mutacién, que se une al mianitgeno, preferentemente se une al
mismo epitopo, que el anticuerpo de referenciagretuna mayor afinidad por el antigeno
que la de la molécula de union a antigeno de mefexe La maduracion por afinidad
generalmente implica la modificacion de uno o nessas de aminoacidos en una o mas CDR
de la molécula de union a antigeno. Tipicamenteydiécula de union a antigeno madurada

por afinidad se une al mismo epitopo que la mo#édalunion a antigeno de referencia inicial.
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"Marco conservadd o "FR" se refiere a restos de dominio variabiidios de restos de la
region hipervariable (HVR). La region FR de un doimi variable consiste de cuatro
dominios FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. Por consiguidatkesecuencias de HVR y FR aparecen
generalmente en la siguiente secuencia en VH (o: WR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-
H3(L3)-FRA4.

Un "armazén humano aceptot, para los fines del presente documento es unzrmque
comprende la secuencia de aminoacidos del armaaddodhinio variable de cadena ligera
(VL) o armazon de un dominio variable de cadenageqVH) derivados de armazén de
inmunoglobulina humana o un armazén consenso hynt@nmomo se define a continuacion.
Un armazén humano aceptor "derivado de" un armdednmunoglobulina humana o de un
armazon consenso humano puede comprender la misocuensia de aminoacidos de la
misma o puede contener cambios en la secuenciaide&cidos. En algunas realizaciones, el
namero de cambios de aminoé&cidos es de 10 o m@moB)enos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0
menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos 0 2 o menadgunas realizaciones, El armazén
aceptor humano de VL es idéntico en secuencian@zin de inmunoglobulina humana de

VL o al armaz6n consenso humano.

La expresion anticuerpajliimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una pordaéta
cadena ligera y/o pesada procede de una fuentgegiegarticular, mientras que el resto de

la cadena pesada y/o ligera procede de una fuergpezie diferente.

La "clase€ de un anticuerpo se refiere al tipo de domininstante o region constante poseida
por su cadena pesada. Hay cuatro clases principalasticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM
y varias de estas pueden dividirse adicionalmemtsubclases (isotipos), por ejemplo, 1gG
IgG,, 19Gs, 1gGs, IgA1 e IgA. Los dominios constantes de cadena pesada que se
corresponden con las diferentes clases de inmunaiglas se denominaa, 9, €, y y U,

respectivamente.

Un anticuerpo Humanizadd' se refiere a un anticuerpo quimérico que comprargtos de
aminoacidos de HVR no humanas y restos de aminm&de FR humanas. En determinadas
realizaciones, un anticuerpo humanizado comprersiestancialmente todos de al menos uno
y tipicamente dos dominios variables, en los qdadm sustancialmente todas las HVR (por
ejemplo, CDR) corresponden a aquellas de un amgoueno humano y todas o
sustancialmente todas las FR se corresponden dlasqde un anticuerpo humano. Un
anticuerpo humanizado puede comprender opcionagnamhenos una porcion de una region
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constante de anticuerpo derivada de un anticuarp@ho. Unafbrma humanizada' de un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humagorefiere a un anticuerpo que ha sido
sometido a humanizacion. Otras formas de "antiagehumanos” abarcadas por la presente
invencion son aquellas en las que la regién cotestaer ha modificado o cambiado
adicionalmente a partir de aquella del anticuerpgir@l para generar las propiedades de
acuerdo con la invencién, especialmente en lo eafera la union a C1q y/o la unién a

receptor Fc (FcR).

Un anticuerpo Humanao" es uno que posee una secuencia de aminoacideseqoeresponde
con aquella de un anticuerpo producir por un serdno o una célula humana o que se deriva
de una fuente no humana que utiliza repertorioardieuerpo humanos u otras secuencias
codificantes de anticuerpo humanas. Esta definidénun anticuerpo humano excluye
especificamente a un anticuerpo humanizado que reoig restos de unidn a antigeno no

humanos.

La expresion "dominio Fc" orégidn FC' se usa en el presente documento para definir una
region C-terminal de una cadena pesada de ant@uem contiene al menos una porcion de
la region constante. La expresion incluye regioResde secuencia nativa y regiones Fc
variantes. Una region Fc de IgG comprende un dor@H& de IgG y un dominio CH3 de
lgG. El "dominio CH2" de una region Fc de IgG humae extiende normalmente desde un
resto de aminoacido aproximadamente en la posi2&h hasta un resto de aminoéacido
aproximadamente en la posicion 340. En una reabzase une una cadena de carbohidrato
al dominio CH2. El dominio CH2 en el presente doenta puede ser un dominio CH2 de
secuencia nativa un dominio CH2 variante. El "doanfdH3" comprende el grupo de restos
de C-terminal a un dominio CH2 en una region Fcd@sr, desde un resto de aminoacido
aproximadamente en la posicion 341 hasta un anohma@proximadamente en la posicion
447 de una IgG). La regiéon CH3 en el presente deatonpuede ser un dominio CH3 de
secuencia nativa o un dominio CH3 variante (pomgje, un dominio CH3 con una
"protuberancia” introducida ("pomo") en una cadedael mismo y una "cavidad"
correspondiente introducida ("agujero”) en la atidena del mismo; véase la Patente de los
Estados Unidos n.° 5.821.333, incorporada al pteseélocumento expresamente por
referencia). Dichos dominios CH3 variantes puedesarse para promover la
heterodimerizacién de dos cadenas pesadas deaxptiano idénticas tal como se describe en
el presente documento. En una realizacion, unameeg de cadena pesada de IgG humana se

extiende desde Cys226 o de Pro230, hasta el extcambmxilo de la cadena pesada. Sin
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embargo, la lisina C-terminal (Lys447) de la regimpuede estar o no presente. A menos
gue se especifique lo contrario en el presente mdento, la numeracién de los restos de
aminoacidos en la region Fc o en la region constast de acuerdo con el sistema de
numeracion EU, también llamado indice EU, tal c@malescribe en Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Ruliealth Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, 1991.

La tecnologia de pomo en agujerd se describe, por ejemplo, en los documentos US
5.731.168; US 7.695.936; Ridgway et al., Prot En¢1r-621 (1996) y Carter, J Immunol
Meth 248, 7-15 (2001). En general, el método ingpiitroducir una protuberancia ("pomo")
en la interfaz de un primer polipéptido y una cgpandiente cavidad ("agujero”) en la
interfaz de un segundo polipéptido, de tal forma lguprotuberancia puede posicionarse en la
cavidad para promover la formacion de heterodirearopedir la formacion de homodimero.
Las protuberancias se construyen reemplazando aadaterales de aminoacidos pequefias
de la interfaz del primer polipéptido con cadenais ngrandes (por ejemplo, tirosina o
triptéfano). Se crean cavidades compensadoras ofita idéntico o similar a las
protuberancias en la interfaz del segundo polidépsustituyendo cadenas laterales de
aminoacidos grandes con otras mas pequefias (pompleje alanina o treonina). La
protuberancia y la cavidad pueden efectuarse atler&l acido nucleico que codifica los
polipéptidos, por ejemplo, mediante mutagénesissitie especifico o mediante sintesis
peptidica. En una realizacion especifica, una readiion de pomo comprende la sustitucion
de aminoacidos T366W en una de las dos subuniagtdetominio Fc y la modificacién de
agujero comprende las sustituciones de aminoadid66S, L368A y Y407V en la otra de las
dos subunidades del domino Fc. En una realizacspecéfica adicional, la subunidad del
dominio Fc que comprende la modificacion de pommmende ademas la sustitucion de
aminoacidos S354C y la subunidad del dominio Fcagmeprende la modificacion de agujero
comprende ademas la sustitucién de aminoacidos ¢.34& introduccion de estos dos restos
de cisteina da como resultado la formacion de @mteudisulfuro entre las dos subunidades
de la regidon Fc, de este modo estabilizando aditnoente al dimero (Carter, J Immunol
Methods 248, 7-15 (2001)). La numeracion es derdoueon el indice EU de Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interested? Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Una "region equivalente a la region Fc de una inmglobulina™ pretende incluir variantes

alélicas de origen natural de la region Fc de wmmaunoglobulina asi como variantes que
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tienen alteraciones que producen sustitucionegiom#is o0 eliminaciones pero que no
disminuyen sustancialmente la capacidad de la iogilobulina para mediar funciones
efectoras (tales como citotoxicidad celular depemd de anticuerpo). Por ejemplo, pueden
eliminarse uno o0 mas aminoacidos del extremo Nit&iho C-terminal de la regién Fc de
una inmunoglobulina sin una pérdida sustancial adéuhcion biolégica. Dichas variantes
pueden seleccionarse de acuerdo con varias regf@sajes conocidas en la técnica para que
tengan un efecto minimo en la actividad (véase,gpamplo, Bowie, J. U. et al., Science
247:1306-10 (1990)).

La expresion funciones efectora’ se refiere a aquellas actividades biolégicadaitties a

la regidbn Fc de un anticuerpo, que varian con @lpie de anticuerpo. Los ejemplos de

funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unié@la y citotoxicidad dependiente de

complemento (CDC), union a receptor Fc, citotoxadidnediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC), fagocitosis celular dependiedee anticuerpo (ADCP), secrecion de

citocinas, captacion de antigeno mediada por cgmpiemnune por células presentadoras de
antigenos, regulacion negativa de los receptords sigperficie celular (por ejemplo, receptor

de células B) y la activacion de células B.

Un "receptor Fc activador' es un receptor Fc que después de la ocupacidnngoregion Fc
de un anticuerpo provoca eventos de sefalizaci@ egtimulan a células portadoras de
receptores para llevar a cabo las funciones efetdios receptores Fc activadores incluyen
FcyRllla (CD16a), FgRI (CD64), FgRIlla (CD32) y FaRI (CD89). Un receptor Fc
activador particular es FRIlla humano (véase el numero de referencia de ndhiP08637,
version 141).

La expresionrthiembro de la familia de ligandos de TNFo "ligando de la familia de TNF"
se refiere a una citocina proinflamatoria. Lasaiitas en general y en particular los miembros
de la familia de ligandos de TNF, desempefian urelpapicial en la estimulacion y
coordinacion del sistema inmunitario. Actualmerse,han identificado diecinueve citocinas
como miembros de la superfamilia de ligandos de {fB¢tor de necrosis tumoral) basandose
en similitudes de secuencia, funcionales y estralds. Todos estos ligandos son proteinas
transmembrana de tipo Il con un dominio extracel@aerminal (ectodominio), dominio
intracelular N-terminal y un solo dominio transmeanta. El dominio extracelular C-terminal,
conocido como dominio de homologia de TNF (THDgn& un 20-30 % de identidad de
aminoacidos entre los miembros de la superfamiéa sesponsable de la union al receptor. El

ectodominio de TNF también es responsable de qégandos de TNF formen complejos
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triméricos que son reconocidos por sus recept@@scéicos.

Los miembros de la familia de ligandos de TNF $ecs®onan entre el grupo que consiste en
linfotoxina a (también conocida como LTA o TNFSF1), TNF (tambi@mnocido como
TNFSF2), LTB (también conocido como TNFSF3), OX40L (también cmtio como
TNFSF4), CD40L (también conocido como CD154 o TNB)SHasL (también conocido
como CD95L, CD178 o TNFSF6), CD27L (también conocmbmo CD70 o TNFSF7),
CD30L (también conocido como CD153 o TNFSF8), 4-LB@ambién conocido como
TNFSF9), TRAIL (también conocido como APO2L, CD253NFSF10), RANKL (también
conocido como CD254 o TNFSF11), TWEAK (también aado como TNFSF12), APRIL
(también conocido como CD256 o TNFSF13), BAFF (t&gmbconocido como CD257 o
TNFSF13B), LIGHT (también conocido como CD258 o B¥R4), TL1A (también
conocido como VEGI o TNFSF15), GITRL (también cadoccomo TNFSF18), EDA-A1
(también conocido como ectodisplasina Al) y EDA-Afambién conocido como
ectodisplasina A2). La expresion se refiere a auaidigando nativo de la familia de TNF de
cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamsfetales como primates (por ejemplo,
seres humanos), primates no humanos (por ejempocacus) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), a menos que se indique lo comtrBn realizaciones especificas de la
invencion, el miembro de la familia de ligandos TM¢F se selecciona entre el grupo que
consiste en OX40L, FasL, CD27L, TRAIL, 4-1BBL, CD49 GITRL. En una realizacion

particular, el miembro de la familia de ligandosTdéF se selecciona entre 4-1BBL y OX40L.

Puede encontrarse informacién adicional, en paaticde secuencias, de miembros de la
familia de ligandos de TNF a través de bases desdhd acceso publico, tales como Uniprot
(www.uniprot.org). Por ejemplo, los ligandos de Thénen las siguientes secuencias de
aminoacidos: linfotoxina humana (n.° de referencia de UniProt P01374, SEQQO®: 95),
TNF humano (n.° de referencia de UniProt P0137%) 8FE NO: 96), linfotoxina3 humana
(n.° de referencia de UniProt Q06643, SEQ ID NQ; @X40L humano (n.° de referencia de
UniProt P23510, SEQ ID NO: 98), CD40L humano (rerdferencia de UniProt P29965,
SEQ ID NO: 99), FasL humano (n.° de referencia deé’tdt P48023, SEQ ID NO: 100),
CD27L humano (n.° de referencia de UniProt P32SHEXQ ID NO: 101), CD30L humano
(n.° de referencia de UniProt P32971, SEQ ID N(2)1@-1BBL (n.° de referencia de
UniProt P41273, SEQ ID NO: 103), TRAIL (n.° de refecia de UniProt P50591, SEQ ID
NO: 104), RANKL (n.° de referencia de UniProt O1878EQ ID NO: 105), TWEAK (n.° de
referencia de UniProt 043508, SEQ ID NO: 106), APRM.° de referencia de UniProt
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075888, SEQ ID NO: 107), BAFF (n.° de referencidJaeProt Q9Y275, SEQ ID NO: 108),
LIGHT (n.° de referencia de UniProt 043557, SEQND: 109), TL1A (n.° de referencia de
UniProt 095150, SEQ ID NO: 110), GITRL (n.° de refecia de UniProt QOUNG2, SEQ ID
NO: 111) y ectodisplasina A (n.° de referencia adéPtbt Q92838, SEQ ID NO: 112).

Un "ectodominid' es el dominio de una proteina de membrana qextsende en el espacio
extracelular (es decir, el espacio fuera de lal@dliana). Los ectodominios son normalmente
las partes de las proteinas que inician el contemtolas superficies, lo que da lugar a la
transduccion de sefiales. El ectodominio del miendleréa familia de ligandos de TNF, tal
como se define en el presente documento, se rgfaréo tanto a la parte de la proteina de
ligando de TNF que se extiende en el espacio ettidac (el dominio extracelular), pero
también incluye partes o fragmentos mas cortosnidseino que son responsables de la
trimerizacion y la union al correspondiente recepl® TNF. La expresion "ectodominio de
un miembro de la familia de ligandos de TNF o wagimento del mismao", por lo tanto, se
refiere al dominio extracelular del miembro de daiflia de ligandos de TNF que forma el
dominio extracelular o a partes del mismo que sigsiendo capaces de unirse al receptor

(dominio de unidén a receptor).

La expresion thiembro de la familia de ligandos de TNF coestimubior” o "ligando de la
familia de TNF coestimulador" se refiere a un subgr de miembros de la familia de
ligandos de TNF, que son capaces de estimular m@mente la proliferacion y la
produccion de citocinas de las células T. Estoantigs de la familia de TNF pueden
estimular conjuntamente las sefiales de TCR traatémaccion con sus correspondientes
receptores de TNF y la interaccion con sus recegptda lugar al reclutamiento de factores
asociados con TNFR (TRAF), que inician cascadasedalizacion que dan como resultado la
activacion de células T. Los ligandos coestimuladate la familia de TNF se seleccionan
entre el grupo que consiste en 4-1BBL, OX40L, GITRID70, CD30L y LIGHT, mas en
particular, el miembro de la familia de ligando TéF coestimulador se selecciona entre 4-
1BBL y OX40L.

Tal como se ha descrito anteriormente en el presgmtumento, 4-1BBL es una proteina
transmembrana de tipo Il y un miembro de la fandiadigandos de TNF. Se ha descrito que
4-1BBL completo o de longitud completa que tiensdauencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 103 forma trimeros en la superficie de lasleéluLa formacion de trimeros se habilita
mediante motivos especificos del ectodominio d&8Btl Dichos motivos se denominan en

el presente documento como "region de trimerizdcidwos aminoacidos 50-254 de la
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secuencia de 4-1BBL humano (SEQ ID NO: 113) formlashominio extracelular de 4-1BBL,
pero los fragmentos pares del mismo son capaceforder trimeros. En realizaciones
especificas de la invencion, la expresion "ectodarde 4-1BBL o un fragmento del mismo"
se refiere a un polipéptido que tiene una secuelecaminoacidos seleccionada entre SEQ ID
NO: 4 (aminoacidos 52-254 de 4-1BBL humano), SEQNID: 1 (aminoacidos 71-254 de 4-
1BBL humano), SEQ ID NO: 3 (aminoacidos 80-254 deBBL humano) y SEQ ID NO: 2
(aminoacidos 85-254 de 4-1BBL humano) o un poligé@pigue tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 5 (amsidoa 71-248 de 4-1BBL humano),
SEQ ID NO: 8 (aminoacidos 52-248 de 4-1BBL humasi@Q ID NO: 7 (aminoéacidos 80-
248 de 4-1BBL humano) y SEQ ID NO: 6 (aminoacid6s288 de 4-1BBL humano), sino
también otros fragmentos del ectodominio capazidetizacion se encuentran incluidos en

el presente documento.

Tal como se ha descrito anteriormente en el presgmtumento, OX40L es otra proteina
transmembrana de tipo Il y un miembro adicionalad&amilia de ligandos de TNF. OX40L
humano completo o de longitud completa tiene laseca de aminoacidos de SEQ ID NO:
98. Los aminoéacidos 51-183 de la secuencia de OXdohano (SEQ ID NO: 114) forman el
dominio extracelular de OX40L, pero los fragmemntases del mismo son capaces de formar
trimeros. En realizaciones especificas de la inventa expresion "ectodominio de OX40L o
un fragmento del mismo" se refiere a un polipéptjde tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEQ ID NO: 114 (aminoacidos&lee OX40L humano) o SEQ ID NO:
115 (aminoacidos 52-183 de OX40L humano), sino témbotros fragmentos del

ectodominio capaz de trimerizacion se encuentrelnigios en el presente documento.

La expresion énlazador peptidicd se refiere a un péptido que comprende uno o0 mas
aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2 a 2@auidos. Los enlazadores peptidicos
se conocen en la técnica o se describen en elnpeesecumento. Los enlazadores peptidicos
adecuados no inmunogénicos son, por ejemplo, lazaaores peptidicos (&), (SG)n 0
G4(SGy)n, en los que "n" es generalmente un namero engré(, tipicamente entre 1y 4, en
particular 2, es decir, los péptidos seleccionashde el grupo que consiste en GGGGS (SEQ
ID NO: 116), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 117), SGGGGSGSGEQ ID NO: 118),
(G4S)s 0 GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 119), GGGGSGGGGSGB®E(SGYH)
(SEQ ID NO: 120), y (&) 0 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 121), pero
también incluyen las secuencias GSPGSSSSGS (SBQOID122), GSGSGSGS (SEQ ID
NO: 123), GSGSGNGS (SEQ ID NO: 124), GGSGSGSG (IBWNO: 125), GGSGSG
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(SEQ ID NO: 126), GGSG (SEQ ID NO: 127), GGSGNGSE&EQ ID NO: 128),
GGNGSGSG (SEQ ID NO: 129) y GGNGSG (SEQ ID NO: 180k enlazadores peptidicos
de interés particular son (G4S) GGGGS (SEQ ID NO: 86), (S 0 GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 117) y GSPGSSSSGS (SEQ ID NO: 122), pesicularmente, (§8), 0
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 117).

El término 'aminoacidd’, tal como se usa en esta solicitud indica el grdp carboxio-

aminoacidos de origen natural que comprenden adoitdigo de tres letras: ala, codigo de
una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (&hnacido aspartico (asp, D), cisteina (cys, C),
glutamina (gIn, Q), acido glutdmico (glu, E), gtiai(gly, G), histidina (his, H), isoleucina (ile,
), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina @) M), fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P),

serina (ser, S), treonina (thr, T), triptofano (W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

Un "polipéptido de fusior' o "polipéptido de fusion individual”, tal como sesa en el
presente documento, se refiere a un polipéptidoogairnario compuesto de uno o dos
ectodominios de dicho miembro de la familia deridas de TNF fusionado a una parte de
resto de unién a antigeno o parte Fc. La fusiord@usiceder enlazando directamente el
aminoacido C-terminal del resto de union a antigernoavés de un enlazador peptidico al
aminoacido C o N-terminal del ectodominio de dichiembro de la familia de ligandos de
TNF.

Por "fusionado” o "conectado" se entiende que ¢tmsponentes (por ejemplo, un polipéptido
y un ectodominio de dicho miembro de la familia ldgndos de TNF) estan enlazados
mediante enlaces peptidicos, ya sea directamerdetravés de uno o mas enlazadores
peptidicos.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de amino@os' respecto de la secuencia de
un polipéptido (o proteina) de referencia se defomeno el porcentaje de restos de
aminoacidos en una secuencia candidata que soticma los restos de aminoacidos en la
secuencia de polipéptido de referencia, despuéalidear las secuencias e introducir los
espacios en blanco, en caso necesario, para legmaximo porcentaje de identidad de
secuencia y sin tener en cuenta las posibles stieties conservativas como parte de la
identidad de secuencia. El alineamiento con elléirdeterminar el porcentaje de identidad de
secuencia de aminoacidos puede lograrse de vadasras que se encuentran dentro de las
capacidades de la técnica, por ejemplo, usandaogras informaticos disponibles de manera
publica, tales como los programas BLAST, BLAST-2LIBN. SAWI o Megalign
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(DNASTAR). Los expertos en la materia pueden detemlos parametros necesarios para
alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmegesario para lograr un alineamiento
maximo a lo largo de la longitud completa de lasusacias que se estén comparando. Para
los fines del presente documento, sin embargoydises de % de identidad de secuencia de
aminoacidos se generan usando el programa infamn@k® comparacién de secuencias
ALIGN-2. El programa informatico de comparacionsgeuencias ALIGN-2 fue programado
por Genentech, Inc. y el codigo fuente, junto cas instrucciones para su uso, se han
depositado en la Oficina de Derechos de Autor déckiados Unidos (U.S. Copyright Office),
Washington D.C., 20559, donde estéa registrada tar? ee Registro de Derechos de Autor
de los Estados Unidos TXU510087. El programa ALIGHNsta disponible al publico a través
de Genentech, Inc., South San Francisco, Califarmpaede compilarse a partir de su cédigo
fuente. El programa ALIGN-2 debe compilarse paraiso en un sistema operativo UNIX,
incluyendo UNIX V 4.0D digital. Todos los parametrde comparacion de secuencias se
ajustan por el programa ALIGN-2 y no varian. Endaéigaciones en las que se usa ALIGN-2
para comparaciones de secuencias de aminoacidd% @é identidad de secuencia de
aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dgura con o contra una secuencia de
aminoacidos dada B (que puede, como alternativearsei como una secuencia de
aminodacidos A que tiene o comprende un determifade identidad de secuencia para, con

0 contra una secuencia de aminoacidos B) se calellaodo siguiente:
100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de restos de amino&cidos deg@@mo coincidencias idénticas por el
programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2 afireamiento del programa de Ay B

y donde Y es el numero total de restos de aminodaath B. Se apreciara que en los casos
donde la longitud de la secuencia de aminoacidos As igual a la longitud de la secuencia
de aminoacidos B, el % de identidad de secuencfamkea B no sera igual al % de identidad
de secuencia de aminoacidos de B para A. A menessguafirme especificamente lo
contrario, todos los valores de % de identidad efiencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describé @rrafo inmediatamente precedente

usando el programa informatico ALIGN-2.

En determinadas realizaciones, se contemplanadntes de secuencia de aminoacidbde
las moléculas de unién a antigeno que contienerettoi de ligando de TNF proporcionadas
en el presente documento. Por ejemplo, puede seablie mejorar la afinidad de union y/u

otras propiedades bioldgicas de las moléculas dmumnantigeno que contienen trimero de
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ligando de TNF. Las variantes de secuencias dedatitios de las moléculas de union a
antigeno que contienen trimero de ligando de TNEden prepararse introduciendo
modificaciones adecuadas en la secuencia de nuidedtue codifica las moléculas o
mediante sintesis peptidica. Dichas modificacianeliyen, por ejemplo, eliminaciones de
y/o inserciones en y/o sustituciones de restosralatd las secuencias de aminoacidos del
anticuerpo. Cualquier combinacion de eliminacidrsercion y sustitucion se efectia para
llegar a la construccion final, siempre que la tmesion final posea las caracteristicas
deseadas, por ejemplo, unidn a antigeno. Los sigasterés para mutagénesis sustitucional
incluyen las HVR vy las regiones marco conservad#®).(En la tabla B se proporcionan
sustituciones conservativas bajo el encabezadaitiguenes preferidas" y se describen
adicionalmente a continuacion en referencia alkses (1) a (6) de cadena de aminoacidos.
Pueden introducirse sustituciones de aminoacidds emolécula de interés y explorarse los
productos respecto de wuna actividad deseada, pempk, unidon a antigeno
mantenida/mejorada, inmunogenicidad reducida o ARCDC mejoradas.

TABLA B
Resto Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina| Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
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Resto Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Thr (T) Val; Ser Ser

Trp (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos pueden agruparse de acuerdo saefdemjas de cadena lateral comuan:
(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leueil
(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: Asp, Glu;
(4) basicos: His, Lys, Arg;
(5) restos que influencian la orientacion de cad@&ty, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran cai@biar un miembro de una de estas clases

por otra clase.

La expresion Variantes de secuencia de aminoécidosicluye variantes sustanciales en las
que las sustituciones de aminoécidos se encuemmaruno 0 mas restos de region
hipervariable de una molécula de unidn a antigegngemitora (por ejemplo, un anticuerpo
humanizado o humano). En general, la variante (@m&s) resultante seleccionada para
estudio posterior tendran modificaciones (por ejempejoras) en determinadas propiedades
bioldgicas (por ejemplo, afinidad aumentada, inngemicidad reducida) en relacién a la
molécula de union a antigeno progenitora y/o tandi€terminadas propiedades biologicas
sustancialmente mantenidas de la molécula de umiantigeno progenitora. Una variante
sustitucional ejemplar es un anticuerpo madurado ghmidad, que puede generarse de
manera conveniente, por ejemplo, usando técnicamatkiraciéon por afinidad basadas en
presentacion de fagos, tales como aquellas deserital presente documento. En resumen, se
mutan uno o mas restos de HVR y las moléculas d&um antigeno mutadas y variantes
presentadas en fagos se exploran respecto de tividaat biolégica particular (por ejemplo,
afinidad de unién). En determinadas realizacionks, sustituciones, inserciones o
eliminaciones pueden suceder dentro de una o més $idMmpre que dichas alteraciones no
reduzcan sustancialmente la capacidad de la mal@milunién a antigeno para unirse al

antigeno. Por ejemplo, pueden hacerse alteractomreservativas (por ejemplo, sustituciones
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conservativas tal como se proporciona en el presetdcumento) que no reducen
sustancialmente la afinidad de union en las HVR.ni&todo util para la identificacion de
restos o0 regiones de un anticuerpo que puedeneusarso diana para mutagénesis se
denomina "mutagénesis por barrido de alanina"dadacse describe por Cunningham y Wells
(1989) Science 244:1081-1085. En este método, un resto o grupaedtos diana (por
ejemplo, restos cargados, tales como Arg, Asp, Iyis,y Glu) se identifican y sustituyen por
un aminoacido neutro o cargado negativamente (jonpdo, alanina o polialanina) para
determinar si la interaccion del anticuerpo coarglgeno se ve afectada. Pueden introducirse
sustituciones adicionales en las localizacioneardoacidos que demuestran sensibilidad
funcional a las sustituciones iniciales. Como aléiva o ademas, puede usarse una estructura
cristalina de una molécula de unidon a antigeno pheatificar puntos de contacto entre el
anticuerpo y el antigeno. Dichos restos de contaogstos vecinos pueden usarse como diana
o eliminarse como candidatos para sustitucion. liadantes pueden explorarse para

determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencia de aminoacidos intliuggones amino- y/o carboxilo-terminal
en el intervalo de longitud de un resto a polip#gdi que contienen cien 0 mas restos, asi
como inserciones intrasecuencia de restos de aoiifusaindividuales o mdultiples. Los
ejemplos de inserciones terminales incluyen a lEomta de unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF con un gesietionilo N-terminal. Otras variantes
insercionales de la molécula incluyen la fusioextemo N o C-terminal de un polipéptido
que aumenta la semivida en suero de las molécalasidn a antigeno que contienen trimero
de ligando de TNF.

En determinadas realizaciones, las moléculas d@anumiantigeno que contienen trimero de
ligando de TNF se alteran para aumentar o dismalwatcance hasta el que el anticuerpo se
glucosila. Pueden obtenerse de manera conveniemi@ntes de glucosilacion de las
moléculas alterando la secuencia de aminoacidaal derma que se crean o eliminan uno o
mas sitios de glucosilacion. En los casos donaedig&cula de unién a antigeno que contiene
trimero de ligando de TNF comprende una regiorpkede alterarse el carbohidrato unido a
esta. Los anticuerpos naturales producidos potasetle mamifero comprenden tipicamente
un oligosacarido ramificado biantenario que estaigeneralmente mediante un enlace N al
Asn297 del dominio CH2 de la regién Fc. Véase,gpemplo, Wright et alTIBTECH15:26-

32 (1997). El oligosacérido puede incluir variogbchidratos, por ejemplo, manosa, N-acetil

glucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialica,casno fucosa unida a un GIcNAc en el
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"brote" de la estructura de oligosacarido biantenatn algunas realizaciones, pueden
efectuarse modificaciones del oligosacarido endééoula de unidén a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF para creatiantes con determinadas propiedades
mejoradas. En un aspecto, se proporcionan variaietaaoléculas de unién a antigeno que
contienen trimero de ligando de TNF que tienenastaictura de carbohidrato que carece de
fucosa unida (directa o indirectamente) a una red¢ié. Dichas variantes de fucosilacién
pueden tener funcion ADCC mejorada, véanse, ponm las Publicaciones de Patente de
los Estados Unidos n.° US 2003/0157108 (Prestap lUS 2004/0093621 (Kyowa Hakko
Kogyo Co., Ltd). Las variantes adicionales de lasléculas de union a antigeno que
contienen trimero de ligando de TNF incluyen a@setion oligosacaridos biseccionados, por
ejemplo, en las que se bisecciona un oligosacéiatttenario unido a la region Fc mediante
GIcNAc. Dichas variantes pueden tener fucosilacgtucida y/o funcion de ADCC mejorada,
véase, por ejemplo, el documento WO 2003/01187%h(Mairet et al.); la patente de Estados
Unidos n.° 6.602.684 (Umana et al.); y en el dooum&S 2005/0123546 (Umare al).
También se proporcionan variantes con al menosesito rde galactosa en el oligosacarido
unido a la regién Fc. Dichas variantes de anticu@reden tener funcion CDC mejorada y se
describen, por ejemplo, en el documento WO 199B38({Patel et al.); en el documento WO
1998/58964 (Raju, S.); y en el documento WO 199824 Raju, S.).

En determinadas realizaciones, puede ser deseaalevariantes disefiadas de cisteinde

la molécula de unidn a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF de la
invencion, por ejemplo, "tioMab", donde uno o méstos de la molécula se han sustituido
por restos de cisteina. En realizaciones parties)dps restos sustituidos se encuentran en
sitios accesibles de la molécula. Mediante la &usfin de esos restos con cisteina, los grupos
tiol reactivos se colocan por tanto en sitios abbes del anticuerpo y se pueden utilizar para
conjugar el anticuerpo con otros restos, tales caestms de farmacos o restos enlazantes de
farmacos, para crear un inmunoconjugado. En detedas realizaciones, puede sustituirse
uno cualquiera o0 mas de los siguientes restosigi@ita: V205 (numeracion de Kabat) de la
cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadesads® y S400 (numeracion EU) de la
region Fc de la cadena pesada. Las moléculas dm @niantigeno disefiadas de cisteina
pueden generarse tal como se describe, por ejemplia, Patente de los Estados Unidos n.°
7.521.541.

En determinados aspectos, las moléculas de uniantigeno que contienen trimero de

ligando de TNF proporcionadas en el presente doctommieden modificarse adicionalmente
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para que contengan restos no proteicos adicionalese conocen en la técnica y que estan
facilmente disponibles. Los restos adecuados paravatizacion del anticuerpo incluyen,
pero no se limitan a, polimeros solubles en agoa. djemplos no limitantes de polimeros
solubles en agua incluyen, pero sin limitacion,igtibénglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,8;trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copoloseal azar) y dextrano o poli(n-vinil
pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de pilepglicol, copolimeros de Oxido de
polipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietios (por ejemplo, glicerol), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propioraiéto de polietilenglicol puede tener
ventajas en la fabricacion debido a su estabiletadgua. El polimero puede ser de cualquier
peso molecular y puede estar ramificado o sin reamif EIl nUmero de polimeros unidos al
anticuerpo puede variar y en caso de que se aocofdede un polimero, pueden tener las
mismas o diferentes moléculas. En general, el noimer tipo de polimeros usados para la
derivatizacion pueden determinarse basandose esidesaciones que incluyen, pero sin
limitacion, las propiedades o funciones particidatel anticuerpo a mejorar, de si el derivado
de anticuerpo biespecifico se usard en una tempiaondiciones definidas, etc. En otro
aspecto, se proporcionan conjugados de anticuermstps no proteinicos que se pueden
haber calentado selectivamente por exposicion iagi@d. En una realizacion, el resto no
proteico es un nanotubo de carbono (Kam, N.W..gPabc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005)
11600-11605). La radiacion puede ser de cualqaiegifud de onda e incluye, pero sin
limitacion, longitudes de onda que no dafien a aélobrmales, pero que calienten el resto no
proteinico a una temperatura a la cual las cétidasanas al resto no proteinico del anticuerpo

se eliminan.

En otro aspecto, pueden obtenerse inmunoconjugdeldéss moléculas de union a antigeno
qgue contienen trimero de ligando de TNF proporaasaen el presente documento. Un
"inmunoconjugadd’ es un anticuerpo conjugado a una 0 mas molécddsrologas,

incluyendo pero sin limitacion un agente citotoxico

El término ‘polinucledtido” se refiere a una molécula o construccion de acidcleico
aislada, por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARNad&en virico o ADN plasmidico
(ADNp). Un polinucleétido puede comprender un ealdosfodiéster convencional o un
enlace no convencional (por ejemplo, un enlacentida tal como se encuentra en los acidos

peptidonucleicos (APN). La expresion "molécula dBd@ nucleico” se refiere a uno
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cualquiera o0 mas segmentos de acido nucleico, jparpéo, fragmentos de ADN o ARN,

presentes en un polinucledtido.

Por molécula de acido nucleico o polinucleotidesladd’ se entiende una molécula de acido
nucleico, ADN o ARN, que se ha extraido de su ambienatural. Por ejemplo, un
polinucledtido recombinante contenido en un veqtgr codifica un polipéptido se considera
aislado para los fines de la presente invenciés.djemplos adicionales de un polinucleétido
aislado incluyen polinucledtidos recombinantes mmaiios en ceélulas hospedadoras
heterélogas o polinucleotidos (parcial o sustanwaltte) purificados en solucion. Un
polinucledtido aislado incluye una molécula de matiedtido contenida en células que
normalmente contienen a la molécula de polinuadedtpero la molécula de polinucleétido
esta presente extracromosomicamente o0 en unaziaciéin cromosomica que es diferente de
su localizaciéon cromosomica natural. Las molécda#\RN aisladas incluyen transcritos de
ARN in vivo o in vitro de la presente invencion, asi como formas de tmsitiva y negativa

y formas bicatenarias. Los polinucleétidos o acidasleicos aislados de acuerdo con la
presente invencion comprenden ademas dichas masegubducidas de manera sintética.
Ademas, un polinucledtido o acido nucleico puedeogeuede incluir un elemento regulador,

tal como un promotor, sitio de union a ribosomas @éerminador de la transcripcion.

Por un acido nucleico o polinucleétido que tiena gacuencia de nucleétidos al menos, por
ejemplo, "idéntica" en un 95 % a una secuenciaubdentidos de referencia de la presente
invencion, se entiende que la secuencia de nudtsdilel polinucleodtido es idéntica a la
secuencia de referencia excepto en que la secudagmlinucledtidos puede incluir hasta
cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétiitoda secuencia del nucleétido de
referencia. En otras palabras, para obtener umymdotido que tenga una secuencia de
nucleodtidos al menos un 95 % idéntica a una sea@€elecnucledtidos de referencia, hasta un
5% de los nucleodtidos en la secuencia de refergnm@den eliminarse o sustituirse por otro
nucledtido o puede insertarse en la secuenciafeieneia un nimero de nucleétidos de hasta
el 5% de los nucleétidos totales en la secuenciaetirencia. Estas alteraciones de la
secuencia de referencia pueden suceder en lasgpesiderminales 5' y 3' de la secuencia de
nucleodtidos de referencia o en cualquier sitioeeeBtas posiciones terminales, intercaladas
bien individualmente entre los restos en la sedaete referencia 0 en uno 0 mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia.oCasunto practico, si una secuencia de
polinucledtidos particular es al menos un 80 %, 89086, 95%, 96%, 97%, 98 % 0 99 %

idéntica con una secuencia de nucleotidos de Isepte invencion puede determinarse de
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manera convencional usando programas informatioosaidos, tales como los discutidos

anteriormente para polipéptidos (por ejemplo, ALIZN

La expresion Casete de expresidnse refiere a un polinucleétido generado recomiima
sintéticamente, con una serie de elementos desnigieicos especificados que permiten la
transcripcion de un acido nucleico particular em wélula diana. El casete de expresion
recombinante puede incorporarse en un plasmidopasoma, ADN mitocondrial, ADN de
plastido, virus o fragmento de acido nucleico. dapiente, la porcion de casete de expresion
recombinante de un vector de expresion incluyereeoiiras secuencias, una secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir y un promdia determinadas realizaciones, el casete
de expresion de la invencién comprende secuenolasipleotidicas que codifican moléculas

de unién a antigeno biespecificas de la invencifsagmentos de las mismas.

El término Vector' o la expresion "vector de expresion” son sinérsnge la expresion
"construccion de expresion” y se refieren a unaémadh de ADN que se usa para introducir y
dirigir la expresion de un gen especifico al quesacia de manera operativa en una célula
diana. El término incluye el vector como una estnéde acido nucleico autorreplicante asi
como el vector incorporado en el genoma de unalacélospedadora en la que se ha
introducido. El vector de expresion de la presentencion comprende un casete de
expresion. El vector de expresion permite la trapsidn de grandes cantidades de ARNm
estable. Una vez que el vector de expresion esttiodde la célula diana, la molécula de
acido ribonucleico o proteina que se codifica dogen se produce por la maquinaria de
transcripcion y/o traduccion celular. En una readian, el vector de la expresion comprende
un casete de expresion que comprende secuencinagh@btidicas que codifican moléculas

de unién a antigeno biespecificas de la invencifsagmentos de las mismas.

Las expresionescélula hospedadord, "linea celular hospedadora”, y "cultivo de catul
hospedadoras" se usan de manera intercambiableefiee a células en las cuales se han
introducido acidos nucleicos exdgenos, incluyeraprbgenie de dichas células. Las células
hospedadoras incluyen "transformantes" y "célulassformadas”, que incluyen a la célula
primaria transformada y a la progenie derivada sta endependientemente del niumero de
pases. La progenie puede no ser completamentacia@&nt contenido de acido nucleico a una
célula parental, pero puede contener mutacionesn@aye en el presente documento la
progenie mutante que tiene la misma funcién o @t bioldgica explorada o seleccionada
en la célula transformada originalmente. Una cétolspedadora es cualquier tipo de sistema

celular que pueda usarse para generar las molédellagion a antigeno biespecificas de la
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presente invencion. Las células hospedadoras ecloglulas cultivadas, por ejemplo, células
de mamifero cultivadas, tales como células CHQylagIBHK, células NSO, células SP2/0,

células YO de mieloma, células P3X63 de mielomaatien, células PER, células PER.C6 o

células de hibridoma, células de levadura, céldéamsecto y células vegetales, por nombrar
solo algunas, pero también células comprendidagradele un animal transgénico, planta

transgénica o planta cultivada o tejido animal.

Una 'cantidad eficaZ' de un agente se refiere a la cantidad que esaaegara dar como

resultado un cambio fisiologico en la célula odejal cual se administra.

Una 'cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, una composicion
farmacéutica, se refiere a una cantidad eficabse&sd durante periodos de tiempo necesarios,
para lograr el resultado terapéutico o profilactiseado. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente, por ejemplo elimina, disminuggasa, minimiza o previene los efectos

adversos de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyparo sin limitacion,
animales domesticados (por ejemplo, vacas, ovgfes, perros y caballos), primates (por
ejemplo, seres humanos y primates no humanos coorm®s)) conejos y roedores (por

ejemplo, ratones y ratas). En particular, el irdlia 0 sujeto es un ser humano.

La expresion composicién farmacéuticd se refiere a una preparacion que se encuentra en
una forma tal que permite que sea eficaz la aetd/ide un principio activo contenido en la
misma y que no contiene componentes adicionalesepre inaceptablemente toxicos para un

sujeto al que se administre la formulacion.

Un "excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a un ingrediente en una
composicion farmacéutica, distinto del principidiae, que no es toxico para un sujeto. Un
excipiente farmacéuticamente aceptable incluyeo pgn limitacion, un tampon, un

estabilizante o un conservante.

El término ‘prospectd' se utiliza para referirse a las instruccionesthabmente incluidas en
los envases comerciales de productos terapéutipas,contienen informacién sobre las
indicaciones, uso, dosificacién, administraciomapeéa combinada, contraindicaciones y/o

advertencias relativas al uso de dichos produetapéuticos.

Tal como se usa en el presente documerttatamiento” (y variaciones gramaticales del
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mismo, tales como "tratar" o "tratando") se refiarka intervencién clinica en un intento de

alterar el curso natural del individuo que se &stiando y puede efectuarse para profilaxis o
durante el transcurso de una patologia clinica.dfestos deseables del tratamiento incluyen,
pero sin limitacion, prevenir la aparicion o revalde la enfermedad, el alivio de sintomas, la
disminucién de cualesquiera consecuencias pata®gicectas o indirectas de la enfermedad,
prevenir la metastasis, disminuir la velocidad delcion de la enfermedad, mejora o alivio

de la patologia o trastorno y remisién o prondstieorado. En algunas realizaciones, las
moléculas de la invencion se usan para retrasggsalrrollo de una enfermedad o para frenar

la progresion de una enfermedad.

El término ‘tancer’, tal como se usa en el presente documento seraedi enfermedades
proliferativas, tales como linfomas, carcinoma,fdma, blastoma, sarcoma, leucemia,
leucemias linfociticas, cancer de pulmén, cancgrudi@on no microcitico (NSCL), cancer de
pulmén de células broncoalveolares, cancer 6sewecdle pancreas, cancer de piel, cancer
de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraoadacer uterino, cancer de ovario, cancer
rectal, cancer de la region anal, cancer de estoneagcer gastrico, cancer colorrectal (CCR),
cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ingieanegativo, cancer uterino,
carcinoma de las trompas de Falopio, carcinomandereetrio, carcinoma de cuello de Gtero,
carcinoma de vagina, carcinoma de vulva, enfermddadodgkin, cancer de eséfago, cancer
de intestino delgado, cancer del sistema endoatérwer de la glandula tiroides, cancer de la
glandula paratiroidea, cancer de la glandula atiresaacoma de tejidos blandos, cancer de
uretra, cancer de pene, cancer de préstata, céleceejiga, cancer de rifidbn o de uréter,
carcinoma de células renales, carcinoma de lagpenial, mesotelioma, cancer hepatocelular,
cancer biliar, neoplasias del sistema nerviosorae(BNC), tumores del eje espinal, glioma
del tronco encefalico, glioblastoma multiforme,rasitomas, schwanomas, ependimomas,
meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de cékgdaamosas, adenoma pituitario y
sarcoma de Ewing, melanoma, mieloma mdultiple, cadeecélulas B (linfoma), leucemia
linfocitica crénica (CLL), leucemia linfocitica ada (ALL), tricoleucemia, leucemia
mieloblastica cronica, incluyendo versiones reftaas de cualquiera de los canceres

anteriores o una combinacién de uno o mas de loeo@s anteriores.

Moléculas de unién a antigeno que contienen trimeme ligando de TNF de la

invenciéon

La invencion proporciona nuevas moléculas de umi@antigeno que contienen trimero de

ligando de TNF con propiedades particularmente ajesas, tales como capacidad de
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produccion, estabilidad, afinidad de unién, actddioldgica, eficacia de direccionamiento y

toxicidad reducida.

En un primer aspecto, la invencion proporciona uomaécula de union a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNIE guamprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especifiteraePD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estadasmentre si mediante un enlace
disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que eleprpulipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o un fragmento del
mismo que esta conectados entre si mediante unaeolapeptidico y por que el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmilome dicho miembro de

la familia de ligandos de TNF o un fragmento dedmmo.

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNIE guamprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifidaradPD1,

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que eleprpulipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o un fragmento del
mismo que esta conectados entre si mediante urnaelolapeptidico y por que el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmi@me dicho miembro de

la familia de ligandos de TNF o un fragmento dedmm, y

() un dominio Fc compuesto de una primera y wguisda subunidad capaz de

asociarse de manera estable.

En un aspecto particular, la molécula de uniéntigano que comprende trimero de ligando
de la familia de TNF comprende (a) al menos urorespaz de unirse especificamente a PD1
y (b) un primer y un segundo polipéptido que esiaidos entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula se caracterizaquer el primer polipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o dos fragmentos del mismo

que estdn conectados entre si mediante un enlazeghtidico y por que el segundo
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polipéptido comprende Unicamente un ectodominiodido miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo, en daldeiembro de la familia de ligandos de

TNF coestimula la activacion de células T.

En otro aspecto particular, la molécula de uni@mtéggeno que comprende trimero de ligando
de la familia de TNF comprende (a) al menos urorespaz de unirse especificamente a PD1
y (b) un primer y un segundo polipéptido que esiaidos entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula se caracterizaquer el primer polipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o dos fragmentos del mismo
que estadn conectados entre si mediante un enlazeghtidico y por que el segundo
polipéptido comprende Unicamente un ectodominiodido miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo, en ddagectodominios de un miembro de la

familia de ligandos de TNF son idénticos en todsschsos.

En un aspecto adicional, se proporciona una maétriunién a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF tal comdaedefinido anteriormente en el presente

documento, que comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaraam PD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro,

en donde la molécula de unién a antigeno se cawctEor que

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CHXCL y el segundo polipéptido
contiene un dominio CL o CH1, respectivamente, emdd el segundo
polipéptido esta unido al primer polipéptido medkann enlace disulfuro entre
el dominio CH1 y CL y en donde el primer polipéptidomprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligandie TNF o dos
fragmentos del mismo que estan conectados engralsdominio CH1 o CL
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende
un ectodominio de dicho miembro de la familia dgatidos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un etdazeeptidico al dominio
CL o CH1 de dicho polipéptido, o

(ii) el primer polipéptido contiene un dominio CHB el segundo polipéptido
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contiene un dominio CH3, respectivamente, y en dagldprimer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o dos fragmentos del mismo que estan conectados gny al extremo C-
terminal del dominio CH3 mediante un enlazador ioeg y en donde el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmimme dicho miembro
de la familia de ligandos de TNF o un fragmentordiimo conectado a través
de un enlazador peptidico al extremo C-terminaldighinio CH3 de dicho

polipéptido, o

(iii) el primer polipéptido contiene un dominio VEL o VL-CH1 y el segundo
polipéptido contiene un dominio VL-CH1 o un domini&H-CL,
respectivamente, en donde el segundo polipéptidd esido al primer
polipéptido mediante un enlace disulfuro entre @nuhio CH1 y CL y en
donde el primer polipéptido comprende dos ectodmside un miembro de la
familia de ligandos de TNF o fragmentos del misme gstan conectados entre
si y a VH o VL mediante un enlazador peptidico ydemde el segundo
polipéptido comprende un ectodominio de dicho miemtbe la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo conectattavés de un enlazador
peptidico al VH o VL de dicho polipéptido.

En otro aspecto, se proporciona una molécula guiec@ trimero de ligando de la familia de

TNF como se ha definido anteriormente en el presgo¢umento, que comprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaraam PD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estddas entre si mediante un enlace
disulfuro,

en donde la molécula de unién a antigeno se cawcior que

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CHXCL y el segundo polipéptido
contiene un dominio CL o CH1, respectivamente, emdd el segundo
polipéptido esta unido al primer polipéptido medann enlace disulfuro entre
el dominio CH1 y CL y en donde el primer polipéptidomprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligandte TNF o dos
fragmentos del mismo que estan conectados entralsdominio CH1 o CL

mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende
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un ectodominio de dicho miembro de la familia dgatidos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un atdazseptidico al dominio
CL o CH1 de dicho polipéptido, o

(ii) el primer polipéptido contiene un dominio CHB el segundo polipéptido
contiene un dominio CHS3, respectivamente, y en dagldprimer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o dos fragmentos del mismo que estan conectados gny al extremo C-
terminal del dominio CH3 mediante un enlazador ioég y en donde el
segundo polipéptido comprende Unicamente un ectmimme dicho miembro
de la familia de ligandos de TNF o un fragmentordisimo conectado a travées
de un enlazador peptidico al extremo C-terminaldighinio CH3 de dicho

polipéptido.

En un aspecto, la molécula de unién a antigenaqguotiene trimero de la familia de ligandos
de TNF comprende un miembro de la familia de ligende TNF que coestimula la
activacion de células T humanas que se selecciuna4-1BBL y OX40L. Mas en particular,

el miembro de la familia de ligandos de TNF es 41B

En otro aspecto, en la que el ectodominio de ummimie de la familia de ligandos de TNF
comprende la secuencia de aminoacidos selecciardadael grupo que consiste en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ

ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, en particular, la secuende aminoécidos de SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 5. Mas en particular, el ectodominioutemiembro de la familia de ligandos de

TNF comprende la secuencia de aminoacidos de SBQOL®b.

En un aspecto adicional, la molécula de union gganbd que contiene trimero de ligando de

la familia de TNF de la invencion comprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro,
en donde la molécula de union a antigeno se cawctpor que el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoacideccdonada entre el grupo
gue consiste en SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQN 12 y SEQ ID NO: 10
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y por que el segundo polipéptido comprende la setaede aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQAODL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto, la molécula de union a antigenacquoigene trimero de ligando de la familia

5 de TNF de la invencion comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace

disulfuro,
en donde la molécula de unidon a antigeno se cawctpor que el primer

10 polipéptido comprende la secuencia de aminoacidoSED ID NO: 10 y por que
el segundo polipéptido comprende la secuencia deodicidos de SEQ ID NO: 5.

En un aspecto adicional, la molécula de union gganbd que contiene trimero de ligando de

la familia de TNF de la invencion comprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

15 (b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula de union a antiggnoaracteriza por que el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoaciddSED ID NO: 9 y por que el
segundo polipéptido comprende la secuencia de @tiohms de SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto, el miembro de la familia de ligende TNF es OX40L. En un aspecto
20 particular, se proporciona una molécula de uni@mtéggeno que contiene trimero de ligando

de la familia de TNF, en la que el ectodominio demiembro de la familia de ligandos de

TNF comprende la secuencia de aminoacidos de SERQAD114 o SEQ ID NO: 115, en

particular la secuencia de aminoacidos de SEQ IDN®.

En otro aspecto, la moléculas de unidon a antigeroapntienen trimero de ligando de la

25 familia de TNF de la invencién comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifidaradPD1,

(b) un primer polipéptido que comprende un domifibll o CL y un segundo
polipéptido que contiene un dominio CL o CH1, respamente, en donde el

segundo polipéptido esta unido al primer polipéptitediante un enlace disulfuro
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entre el dominio CH1 y CL,

y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiz por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos
de TNF o dos fragmentos del mismo que estan cahestantre si y al dominio
CH1 o CL mediante un enlazador peptidico y por guesegundo polipéptido
comprende Unicamente un ectodominio de dicho mierdérda familia de ligandos
de TNF o un fragmento del mismo conectado a trdeésn enlazador peptidico al

dominio CL o CH1 de dicho polipéptido.

En un aspecto, se proporciona una molécula de wmiantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF que comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifidaradPD1,

(b) un primer polipéptido que comprende un domi@lél y un segundo polipéptido

que contiene un dominio CL, en donde el segundipgqatido esta unido al primer
polipéptido mediante un enlace disulfuro entre a@mohio CH1 y CL,

y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miender la familia de ligandos
de TNF o fragmentos del mismo que estan conectadims si y al dominio CH1
mediante un enlazador peptidico y por que el segyadipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptad dominio CL de dicho

polipéptido.

En otro aspecto, se proporciona una molécula dénumiantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF que comprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifidaradPD1,

(b) un primer polipéptido que comprende un dom@ioy un segundo polipéptido que

contiene un dominio CH1, en donde el segundo puafiipe est4 unido al primer
polipéptido mediante un enlace disulfuro entre a@mohio CH1 y CL,

y en donde la molécula de unién a antigeno se teaiza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos
de TNF o fragmentos del mismo que estan conectedis si y al dominio CL
mediante un enlazador peptidico y por que el segyadipéptido comprende un
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ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptd dominio CH1 de dicho

polipéptido.

En otro aspecto, la invencion proporciona una mdéde unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF que comgeer{a) un resto capaz de unirse
especificamente a PD1 y (b) un primer y un segyalipéptido que estan unidos entre si
mediante un enlace disulfuro, en donde la molésdacaracteriza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos de TNF o

dos fragmentos del mismo que estan conectados gintnediante un enlazador peptidico y
por que el segundo polipéptido comprende solo Wademinio de dicho miembro de la

familia de ligandos de TNF o un fragmento del mismo

En otro aspecto mas, la invencion proporciona uoi&cala de unidén a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF que comgdee(a) mas de un resto capaz de unirse
especificamente a PD1 y (b) un primer y un segyalipéptido que estan unidos entre si
mediante un enlace disulfuro, en donde la molésdacaracteriza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos de TNF o
dos fragmentos del mismo que estan conectados gintnediante un enlazador peptidico y
por que el segundo polipéptido comprende solo Wademinio de dicho miembro de la
familia de ligandos de TNF o un fragmento del mistooectado a través de un enlazador

peptidico a dicho polipéptido.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#édd union a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF que comgeeifa) dos restos capaces de unirse
especificamente a PD1 y (b) un primer y un segypulipéptido que estan unidos entre si
mediante un enlace disulfuro, en donde la molésdacaracteriza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un mienderla familia de ligandos de TNF o
dos fragmentos del mismo que estan conectados gintnediante un enlazador peptidico y
por que el segundo polipéptido comprende solo Wademinio de dicho miembro de la

familia de ligandos de TNF o un fragmento del mismo

En un aspecto particular, se proporciona una miaéde union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, que compee

(@) al menos un resto capaz de unirse especifiteraePD1 y
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(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula de union a antiggnoaracteriza por que el primer
polipéptido contiene un dominio CH3 y el segunddipgptido contiene un
dominio CH3, respectivamente, y en donde el pripwipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos del
mismo que estan conectados entre si y al extrerteyn@nal del dominio CH3
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptt extremo C-terminal del
dominio CH3 de dicho polipéptido. En particularcldh molécula de union a
antigeno que contiene trimero de ligando de laliande TNF comprende dos

restos capaces de unirse especificamente a uermtlg célula diana.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#écd unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF que compeeifa) dos restos capaces de unirse
especificamente a PD1 y (b) un primer y un segyulipéptido que estan unidos entre si
mediante un enlace disulfuro, en donde la molé@dacaracteriza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miendlerla familia de ligandos de TNF o
dos fragmentos del mismo que estan conectados Entnediante un enlazador peptidico y
por que el segundo polipéptido comprende un ectodorde dicho miembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo, en dolodedos restos capaces de unirse
especificamente a un antigeno de célula diana ea andos antigenos de célula diana

diferentes.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIFctamo se ha definido anteriormente en el
presente documento, en donde el resto capaz dseuespecificamente a un antigeno de
célula diana se selecciona del grupo que consistaire anticuerpo, un fragmento de

anticuerpo y una proteina de unién a antigenomezon.

En un aspecto, se proporciona una molécula de wmiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF tal como se ha desaitteriormente en el presente documento,
en donde el resto capaz de unirse especificameRi@lase selecciona entre el grupo que

consiste en un fragmento de anticuerpo, una maéeab, una molécula Fab sobrecruzada,
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una molécula Fab monocatenaria, una molécula Fv,mwiécula scFv, un anticuerpo de un

solo dominio, una VH y una proteina de unién agantd de armazén. En un aspecto, el resto
capaz de unirse especificamente a PD1 es una Vha@roteina de union a antigeno de

armazon. En un aspecto, el resto capaz de unipexiisamente a un antigeno de célula
diana es una proteina de union a antigeno de am@gaz de unirse especificamente a un
antigeno de célula diana.

En particular, la moléculas de union a antigenoaqurtienen trimero de ligando de la familia

de TNF comprende uno o dos restos capaces de espseificamente a PD1.

En un aspecto particular, se proporciona una mizéda uniébn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en dondeesto capaz de unirse especificamente a
PD1 es una molécula Fab o una molécula Fab sokedmcapaz de unirse especificamente a
PD1. En particular, el resto capaz de unirse elpatiente a un antigeno de célula diana es

un Fab capaz de unirse especificamente a PD1.

En un aspecto adicional, se proporciona una maédael unibn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF de acuerdio la invencion, en donde un péptido que
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF o fragmentos

del mismo conectados entre si por un primer entazagjptidico se fusiona en su extremo C-
terminal al dominio CH1 de una cadena pesada miediemsegundo enlazador peptidico y en
la que un ectodominio de dicho miembro de la fandk ligandos de TNF o un fragmento del
mismo se fusiona en su extremo C-terminal al dam@1i en una cadena ligera mediante un

tercer enlazador peptidico.

En otro aspecto, se proporciona una molécula dénuaiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF de acuerdo con la moi@gn, en donde un péptido que

comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF o fragmentos

del mismo conectados entre si por un primer entazaeptidico se fusiona en su extremo C-
terminal al dominio CL de una cadena pesada meadiamtsegundo enlazador peptidico y en
la que un ectodominio de dicho miembro de la fardk ligandos de TNF o un fragmento del
mismo se fusiona en su extremo C-terminal al dan@i1l en una cadena ligera mediante un

tercer enlazador peptidico.

En un aspecto adicional, la invencion se refienena molécula de union a antigeno que

contiene trimero de la familia de ligandos de TNFaduerdo con la invencion, en donde un
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péptido que comprende dos ectodominios de un mdia familia de ligandos de TNF o
fragmentos del mismo conectados entre si por umegprénlazador peptidico se fusiona en su
extremo C-terminal al dominio CL de una cadenardigmediante un segundo enlazador
peptidico y en la que un ectodominio de dicho mienae la familia de ligandos de TNF o un
fragmento del mismo se fusiona en su extremo Chuta@inal dominio CH1 de la cadena

pesada mediante un tercer enlazador peptidico.

En un aspecto particular, la invencion se refienena molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNmoose ha definido anteriormente, en la
gue el enlazador peptidico es (GAENn un aspecto, el primer enlazador peptidicdzdsS)
(SEQ ID NO: 117), el segundo enlazador peptidicG8PGSSSSGS (SEQ ID NO: 122) y el
tercer enlazador peptidico es (GASEQ ID NO: 117). En particular, la invencion séere

a una molécula de union a antigeno que contiemertoi de ligando de TNF tal como se ha
descrito anteriormente, en la que el primer enlazpdptidico es (G485 SEQ ID NO: 117),

el segundo enlazador peptidico es (G4SEQ ID NO: 117) y el tercer enlazador peptidico es
(G4S) (SEQ ID NO: 117).

En otro aspecto, la molécula de unién a antiger® apntiene trimero de la familia de
ligandos de TNF tal como se ha descrito anteriotenen el presente documento comprende
un dominio Fc compuesto de una primera y una segsaotunidad capaces de asociacion

estable.

En particular, la molécula de unién a antigeno cueiene trimero de ligandos de la familia
de TNF de la invencién comprende (a) una molécala ¢dapaz de unirse especificamente a
PD1, en donde la cadena pesada de Fab se fusioglaegtremo C-terminal al extremo N-
terminal de un dominio CH2 en el dominio Fc y (n)dominio Fc compuesto de una primera

y una segunda subunidad capaces de asociacioteestab

En un aspecto adicional, el dominio Fc es un daiu de IgG, en particular de IgG1 o un
dominio Fc de 1gG4. Mas en particular, el dominio €5 un dominio Fc de IgGl. En un
aspecto particular, el dominio Fc comprende unaificadion que promueve la asociacion de

la primera y segunda subunidad del dominio Fc.

Modificaciones de dominio Fc que reducen la union geceptor Fc y/o la funcion

efectora

El dominio Fc de las moléculas de unién a antiggum® contienen trimero de la familia de
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ligandos de TNF de la invencién consisten en un gmrcadenas polipeptidicas que
comprenden dominios de cadena pesada de una naotéeiimunoglobulina. Por ejempilo, el
dominio Fc de una molécula de inmunoglobulina &jlgs un dimero, comprendiendo cada
subunidad de este los dominios constantes CH2 ydeH& cadena pesada de la IgG. Las dos

subunidades del dominio Fc son capaces de asodarsanera estable entre si.

El dominio Fc confiere propiedades farmacocinétieamrables a las moléculas de union a
antigeno de la invencion, incluyendo una larga gelaien suero que contribuye a una buena
acumulacion en el tejido diana y una relacion géritucion tejido-sangre favorable. A la vez
puede, sin embargo, dar lugar a un direccionamiantaleseado de los anticuerpos de la
invencién a células que expresan receptores denFeer de a las células portadoras de
antigeno preferidas. Por consiguiente, en aspgeidiculares, el dominio de Fc la molécula
de union a antigeno que contiene trimero de lali@mé ligandos de TNF de la invencion
muestra una afinidad reducida por un receptor dey/Bcfuncion efectora reducida, en
comparacion con un dominio Fc de lg@ativo. En un aspecto, el Fc no se une
sustancialmente a un receptor de Fc y/o no induceidn efectora. En un aspecto particular
el receptor Fc es un receptoryFEn un aspecto, el receptor Fc es un receptouf@aho. En

un aspecto especifico, el receptor Fc es un receptp activador humano, mas
especificamente KRIlla humano, FgRI o FgRlla, mas especificamenteyiRilla humano.
En un aspecto, el dominio Fc no induce funciontefec La funcion efectora reducida puede
incluir, pero sin limitacidn, uno o mas de los $gues: citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) reducida, citotoxicidad mediada ¢elulas dependiente de anticuerpo
(ADCC) reducida, fagocitosis celular dependienteadticuerpo (ADCP) reducida, secrecion
de citocinas reducida, captacion de antigeno madpmt complejo inmune por células
presentadoras de antigenos reducida, union a séNka reducida, unidbn a macrofagos
reducida, unidn a monocitos reducida, unién a aslupolimorfonucleares reducida,
sefalizacion directa que induce apoptosis reducidaduraciéon reducida de células

dendriticas o cebado de células T reducido.

En determinados aspectos, pueden introducirse umasomodificaciones en la regién Fc de
una molécula de unidén a antigeno que contiene ioirde la familia de ligandos de TNF

proporcionada en el presente documento, generam@std modo una variante de regién Fc.
La variante de la regién Fc puede comprender uoaeseia de region Fc humana (por
ejemplo, una region Fc de IgGl, IgG2, IgG3 o IgGdmhna) que comprende una

modificacion de aminoacido (por ejemplo, una susiin) en una 0 mas posiciones de
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aminoacidos.

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNIE guamprende
(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaraePD1,

(b) un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la molécula se caracteriza quog el primer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lalitaahe ligandos de TNF o
dos fragmentos del mismo que estd conectados sntmgediante un enlazador
peptidico y por que el segundo polipéptido compeeimicamente un ectodominio
de dicho miembro de la familia de ligandos de TNkdragmento del mismo, y

() un dominio Fc compuesto de una primera y wguisda subunidad capaz de
asociarse de manera estable, en donde el dominiocofFprende una o0 mas
sustituciones de aminoacidos que reduce la uniémraceptor de Fc, en particular

hacia un receptor kc

En un aspecto, el dominio Fc de la molécula deruai@ntigeno que contiene trimero de la
familia de ligandos de TNF comprende una o mas craras de aminoacidos que reducen la
afinidad de union del dominio Fc a un receptor deyfe la funcion efectora. Tipicamente,
estan presentes las mismas una o mas mutacionasiideacidos en cada una de las dos
subunidades del dominio Fc. En particular, el daoniic comprende una sustitucion de
aminoacidos en una posicion de E233, L234, L23®MP331 y P329 (humeracion EU). En
particular, el dominio Fc comprende sustitucionesihinoacidos en las posiciones 234 y 235
(numeracion EU) y/o 329 (numeracion EU) de las sad@esadas de IgG. Mas en particular,
se proporciona una molécula de unién a antigenocguéene trimero de ligando de la
familia de TNF de acuerdo con la invencién que ammge un dominio Fc con las
sustituciones de aminoacidos L234A, L235A y P32%329G LALA”, numeracion EU) en
las cadenas pesadas de IgG. Las sustitucionesidedialos L234A y L235A se refieren a la
mutacion denominada LALA. La combinacion de susiines de aminoéacidos "P329G
LALA" suprime practicamente por completo la uniéreaeptor de Rcde un dominio Fc de
IgG1 humana y se describen en la Publicacion &liaitud de Patente Internacional n.° WO
2012/130831 que también describe métodos para raregechos dominios Fc mutantes y

métodos para determinar sus propiedades, tales aontm a receptor Fc o funciones
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efectoras. La "numeracién EU" se refiere a la naeién de acuerdo con el indice EU de
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunolddidarest, 52 ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Los dominios Fc con unién a receptor Fc reducidafyhciones efectoras también incluyen
aguellos con sustituciones de uno o mas de lossréstt dominio Fc 238, 265, 269, 270, 297,
327 y 329 (Patente de los Estados Unidos n.° @38Y. Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos o massdaokiciones de aminoacidos 265, 269,
270, 297 y 327, incluyendo el mutante de Fc llamd@BNA" con sustitucion de los restos
265 y 297 a alanina (Patente de los Estados Unmidds332.581).

En otro aspecto, el dominio Fc es un dominio Fig@l. Los anticuerpos de IgG4 muestran
afinidad de unién reducida a los receptores Fc mpcitines efectoras reducidas en
comparacion con anticuerpos de IgG1l. En un aspeé® especifico, el dominio Fc es un
dominio Fc de IgG que comprende una sustitucion de aminoacidos gros&ion S228
(numeracion de Kabat), en particular, la sustitudi@ aminoacidos S228P. En un aspecto
mas especifico, el dominio Fc es un dominio Fcgi&dl que comprende las sustituciones de
aminoacidos L235E y S228P y P329G (numeracion Bighos mutantes de dominio Fc de
IgG4 y sus propiedades de union a receptor des&clescriben también en el documento WO
2012/130831.

Los dominios Fc mutantes pueden prepararse med#inmeacion, sustitucion, insercion o
modificacion de aminoacidos usando meétodos gerséticguimicos bien conocidos en la
técnica. Los métodos genéticos pueden incluir néutesjs de sitio especifico de la secuencia
de ADN codificante, PCR, sintesis génica y simfateos cambios de nucleétidos correctos

pueden verificarse, por ejemplo, mediante secueidcia

La union a receptores Fc puede determinarse facigmgor ejemplo, mediante ELISA o
mediante resonancia de plasmon superficial (SP&)dasinstrumentacion estandar, tal como
un instrumento BlAcore (GE Healthcare) y receptofes tales como los que pueden
obtenerse mediante expresion recombinante. Un em&aynion similar adecuado se describe
en el presente documento. Como alternativa, ladafinde dominios Fc o de moléculas de
unidn a antigeno biespecificas que comprenden mmnito Fc para receptores de Fc puede
evaluarse usando lineas celulares que se sabeppesan receptores de Fc particulares, tales
como células NK humanas que expresan recepioid.c
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La funcién efectora de un dominio Fc o de anticasrpiespecificos de la invencion que
comprenden un dominio Fc, puede medirse mediantedo® conocidos en la técnica. En el
presente documento se describe un ensayo adecaelonpdir la ADCC. Los ejemplos de
ensayosin vitro para determinar la actividad de ADCC de una mdééde interés se
describen en la Patente de los Estados Unidos500.362; Hellstrom et al. Proc Natl Acad
Sci USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et alodNatl Acad Sci USA 82, 1499-1502
(1985); Patente de los Estados Unidos n.° 5.821.BB%gemann et al.,, J Exp Med 166,
1351-1361 (1987). Como alternativa, pueden emmeaistodos de ensayos no radioactivos
(véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidadadactivo ACTI™ para citometria de flujo
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el engade citotoxicidad no radiactivo
CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Las célulascefras utiles para dichos ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periféABMC) y linfocitos citoliticos naturales
(NK). Como alternativa o ademas, la actividad deC&Dde la molécula de interés se puede
evaluarin vivo, por ejemplo, en un modelo animal, tal como elldjado en Clynes et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunas realizaciones, la union del dominio Fanacomponente de complemento,
especificamente a C1q, se reduce. Por consiguiente/gunas realizaciones en las que el
dominio Fc estad disefiado para tener funcién efacteducida, dicha funcién efectora
reducida incluye CDC reducida. Pueden llevarse @ censayos de union a Clqg para
determinar si los anticuerpos biespecificos devancion son capaces de unirse a C1q y por
lo tanto tener actividad de CDC. Véanse, por ejerrgdl ELISA de uniéon a C1g y C3c en los
documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Parzrrdmar la activacion de
complemento, puede efectuarse un ensayo de CDGe(vpar ejemplo, Gazzano-Santoro et
al., J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragg gtBibod 101, 1045-1052 (2003); y Cragg
y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

En un aspecto particular, el dominio Fc comprenda modificacion que promueve la

asociacion de la primera y segunda subunidad dwirilo Fc.

Modificaciones de dominio Fc que promueven la hetedimerizacion

En un aspecto, la molécula de unién a antigenagntene trimero de ligandos de la familia
de TNF de la invencién comprende (a) al menos storeapaz de unirse especificamente a
PD1,
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(b) un primer y un segundo polipéptido que estadasentre si mediante un enlace disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que el epripolipéptido comprende dos

ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o un fragmento del mismo que
esta conectados entre si mediante un enlazadadisepy por que el segundo polipéptido

comprende Unicamente un ectodominio de dicho mierdera familia de ligandos de TNF o

un fragmento del mismo, y (c) un dominio Fc compuefe una primera y una segunda
subunidad capaz de asociarse de manera estabfienda el dominio Fc comprende una o
mas sustituciones de aminoacidos que reduce la @anid receptor de Fc, en particular hacia
un receptor R Por lo tanto, comprenden distintos restos, fusios a una o a la otra de las
dos subunidades del dominio Fc que estan tipicameatmprendidas en dos cadenas
polipeptidicas no idénticas ("cadenas pesadas").caexpresion recombinante de estos
polipéptidos y la posterior dimerizacion da lugarasias combinaciones posibles de los dos
polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la parde las moléculas de union a antigeno
que contienen trimero de ligando de la familia déFTen produccion recombinante, sera
ventajoso por lo tanto introducir en el dominiodelas moléculas de union a antigeno que
contienen trimero de ligando de TNF de la invenaida modificacion que promueva la

asociacion de los polipéptidos deseados.

Por consiguiente, el dominio Fc de las moléculasmén a antigeno que contienen trimero
de la familia de ligandos de TNF de la invenciompeende una modificaciébn que promueve
la asociacion de la primera y la segunda subunitthadlominio Fc. El sitio de interaccion

proteina-proteina mas extensiva entre las dos sidmes de un dominio Fc de IgG humana
se encuentra en el dominio CH3 del dominio Fc.I@tanto, dicha modificacién se encuentra

particularmente en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un aspecto especifico, dicha modificacién esroadificacion denominada de “"pomo en
agujero”, que comprende una modificacion de "poer"una de las dos subunidades del
dominio Fc y una modificacién de "agujero” en leaate las dos subunidades del dominio Fc.
Por lo tanto, en un aspecto particular, la invemcé refiere a una molécula de unién a
antigeno que contiene trimero de la familia denlitgs de TNF tal como se ha descrito
anteriormente en el presente documento que compnama molécula de 1gG, en la que la
parte Fc de la primera cadena pesada comprendenuer pndédulo de dimerizacion y la parte
Fc de la segunda cadena pesada comprende un segddd de dimerizacién que permite
una heterodimerizacion de las dos cadenas pesa&d#s miolécula de IgG y el segundo

modulo de dimerizacion comprende agujeros de aoueoth la tecnologia de pomos en
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agujeros.

La tecnologia de pomo en agujero se describe,jpompdo, en los documentos US 5.731.168;
US 7.695.936; Ridgway et al., Prot Eng 9, 617-68196) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-
15 (2001). En general, el método implica introdueia protuberancia ("pomo”) en la interfaz
de un primer polipéptido y una correspondiente dai ("agujero”) en la interfaz de un
segundo polipéptido, de tal forma que la protub&eapuede posicionarse en la cavidad para
promover la formacion de heterodimero e impedirfdemacion de homodimero. Las
protuberancias se construyen reemplazando cadateaslés de aminoacidos pequeiias de la
interfaz del primer polipéptido con cadenas masdga (por ejemplo, tirosina o triptéfano).
Se crean cavidades compensadoras de tamafio idénsicoilar a las protuberancias en la
interfaz del segundo polipéptido sustituyendo caddaterales de aminoacidos grandes con

otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o trepnina

Por consiguiente, en un aspecto particular, eroelimio CH3 de la primera subunidad del
dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno apuntienen trimero de ligando de la
familia de TNF de la invencion se reemplaza unoref# aminoacido con un resto de
aminoacido que tenga un mayor volumen de cadeeaalaigenerando de este modo una
protuberancia en el dominio CH3 de la primera sidath que puede posicionarse en una
cavidad en el dominio CH3 de la segunda subunided ¢l dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc se reemplaza un restardec@cido con un resto de aminoacido
que tiene un volumen de cadena lateral mas peqgefierando de este modo una cavidad en
el dominio CH3 de la segunda subunidad en la gedeposicionarse la protuberancia en el
dominio CH3 de la primera subunidad.

La protuberancia y la cavidad pueden efectuarseaaltio el acido nucleico que codifica los
polipéptidos, por ejemplo, mediante mutagénesissitie especifico o mediante sintesis

peptidica.

En un aspecto especifico, en el dominio CH3 deitagra subunidad del dominio Fc el resto
de treonina en la posicion 366 se reemplaza poresto de triptofano (T366W) y en el
dominio CH3 de la segunda subunidad del dominielFesto de tirosina en la posicion 407
se reemplaza por un resto de valina (Y407V). Mapagticular, en la segunda subunidad del
dominio Fc el resto de treonina en la posicion 886eemplaza adicionalmente con un resto
de serina (T366S) y el resto de leucina en la psiB68 se reemplaza con un resto de

alanina (L368A). Mas en patrticular, en la primearaunidad del dominio Fc el resto de serina
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en la posicién 354 se reemplaza adicionalmenteuporesto de cisteina (S354C) y en la
segunda subunidad del dominio Fc el resto de mieogn la posicion 349 se reemplaza
adicionalmente por un resto de cisteina (Y349C).iriteoduccion de estos dos restos de
cisteina da como resultado la formacion de un guéisulfuro entre las dos subunidades del
dominio Fc. El puente disulfuro estabiliza adiciomente al dimero (Carter, J Immunol

Methods 248, 7-15 (2001)).

En un aspecto alternativo, una modificacion quenm@ve la asociacion de la primera y la
segunda subunidad del dominio Fc comprende una ficeodon que media efectos de

direccionamiento electrostatico, por ejemplo, taho se describe en la publicacion PCT WO
2009/089004. En general, este método implica empégzo de uno o mas restos de
aminoacidos en la interfaz de las dos subunidadeslaminio Fc por medio de restos de
aminoacidos cargados de tal forma que la formag@homodimeros es electrostaticamente

desfavorable pero la heterodimerizacion es elgéttioamente favorable.
Modificaciones en los dominios CH1/CL

Para mejorar adicionalmente el emparejamiento ctarréas moléculas de union a antigeno
que contienen trimero de la familia de ligandos Td¢F pueden contener diferentes
sustituciones de aminoacidos cargados (denominati@stos cargados”). Estas
modificaciones se introducen en los dominios CHCLy cruzados o no cruzados. En un
aspecto particular, la invencion se refiere a uméaula de unidn a antigeno que contiene
trimero de la familia de ligandos de TNF, en doadeino de los dominios CL, el aminoacido
en la posicién 123 (numeracion EU) se ha reemptapad arginina (R) y el aminoé&cido en la
posiciéon 124 (numeracion EU) se ha sustituido jwind (K) y en donde en uno de los
dominios CH1 los aminoacidos en la posicion 147m@racion EU) y en la posicion 213

(numeracion EU) se han sustituido por acido glutanit).

Mas en patrticular, la invencion se refiere a undémda de unidn a antigeno que contiene
trimero de la familia de ligandos de TNF, en doaedesl dominio CL adyacente al miembro

de la familia de ligandos de TNF el aminoacido &mpdsicion 123 (numeracion EU) se ha
reemplazado por arginina (R) y el aminoacido empdaicion 124 (numeraciéon EU) se ha
sustituido por lisina (K) y en donde en el domi@id1 adyacente al miembro de la familia de
ligandos de TNF, los aminoacidos en la posicion (imeracion EU) y en la posicién 213

(numeracion EU) se han sustituido por &cido glutantit).
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Por lo tanto, en un aspecto patrticular, se proponecuna molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIE guamprende

(@) al menos un resto capaz de unirse especifitaraePD1,

(b) un primer polipéptido que contiene un domi@io que comprende las mutaciones
de aminoacidos E123R y Q124K y un segundo poligéptjue contiene un
dominio CH1 que comprende las mutaciones de amithoa&147E y K213E, en
donde el segundo polipéptido esta unido al prindip@ptido mediante un enlace
disulfuro entre el dominio CH1 y CL, y en dondemalécula de unién a antigeno
se caracteriza por que el primer polipéptido compeedos ectodominios de un
miembro de la familia de ligandos de TNF o fragmentlel mismo que estan
conectados entre si y al dominio CL mediante uazador peptidico y por que el
segundo polipéptido comprende un ectodominio deocdimiembro de la familia de
ligandos de TNF o un fragmento del mismo conectadmvés de un enlazador
peptidico al dominio CH1 de dicho polipéptido.

Moléculas de unién a antigeno que contienen trimembe la familia de ligandos de

TNF particulares

En otro aspecto, la invencion proporciona una nudééde unidon a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en doradleblécula de unién a antigeno comprende
una primera cadena pesada y una primera cadema, lgenprendiendo ambas una molécula
Fab capaz de unirse especificamente a PD1, uneprpéptido que comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos de los mismos
conectados entre si mediante un primer enlazadaidpeo fusionado en su extremo C-
terminal mediante un segundo enlazador peptidictassegunda cadena pesada o ligera, y un
segundo péptido que comprende un ectodominio de didembro de la familia de ligandos
de TNF fusionado en su extremo C-terminal mediamtgercer enlazador peptidico a una

segunda cadena ligera o pesada, respectivamente.

En un aspecto adicional, se proporciona una maédal unibn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dontgreaner péptido que comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos del mismo
conectados entre si mediante un primer enlazaduidpe esta fusionado en su extremo C-
terminal mediante un segundo enlazador peptidioo dominio CH1 que forma parte de una
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cadena pesada y el segundo péptido que compreneetatdtominio de dicho miembro de la
familia de ligandos de TNF o un fragmento del misestd fusionado en su extremo C-
terminal mediante un tercer enlazador peptidicoy aleminio CL que forma parte de una

cadena ligera.

En otro aspecto mas, se proporciona una moléculamid® a antigeno que contiene trimero
de ligando de la familia de TNF, en donde el pripégtido que comprende dos ectodominios
de un miembro de la familia de ligandos de TNFagiinentos del mismo conectados entre si
mediante un primer enlazador peptidico esta fusioma su extremo C-terminal mediante un
segundo enlazador peptidico a un dominio CL quendoparte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodomiaiaicho miembro de la familia de

ligandos de TNF o un fragmento del mismo que astiofiado en su extremo C-terminal

mediante un tercer enlazador peptidico a un donhd que forma parte de una cadena

ligera.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#édd unidon a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dondeledominio CL adyacente al miembro de
la familia de ligandos de TNF el aminoacido en tsipion 123 (numeracion EU) se ha
reemplazado por arginina (R) y el aminoacido empdaicion 124 (numeracion EU) se ha
sustituido por lisina (K) y en donde en el domi@id1 adyacente al miembro de la familia de
ligandos de TNF, los aminoéacidos en la posicion (Mimeracion EU) y en la posicion 213
(numeracion EU) se han sustituido por acido glutéanf). Estas modificaciones dan lugar a
los denominados restos cargados con propiedadégjosas que evitan efectos no deseados,

tales como, por ejemplo, mal emparejamiento.

En particular, el dominio CL comprende las mutaeode aminoacidos E123R y Q124K y el

dominio CH1 comprende las mutaciones de aminoat{dd3E y K213E.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#écd unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF tal comchsedefinido anteriormente en el presente
documento, en donde el resto capaz de unirse eispawnte a PD1 es una proteina de unién

a antigeno de armazon.

En un aspecto particular, la invencion se refienena molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNFnoose ha definido anteriormente, en
donde el resto capaz de unirse especificamentelacBMna molécula Fab capaz de unirse
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especificamente a un antigeno de célula diana.

La invencidn proporciona una molécula de uniontiggano que contiene trimero de ligando

de la familia de TNF que comprende al menos uroreapaz de unirse especificamente a
PD1. En un aspecto particular, la moléculas deruai@ntigeno que contienen trimero de
ligando de la familia de TNF comprende un restaazape unirse especificamente a PD1, lo
gue significa que la molécula de uniéon a antigene cpntiene trimero de ligando de la

familia de TNF es monovalente. En otro aspectantancion proporciona una molécula de

unidn a antigeno que contiene trimero de ligandtadamilia de TNF que comprende dos

restos capaces de unirse especificamente a PQlielsignifica que la molécula de union a
antigeno que contiene trimero de ligando de lalfamé TNF es bivalente.

En un aspecto, la invencion proporciona una mo#écd unidn a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dondeesto capaz de unirse especificamente a

PD1 comprende

(a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemgle la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13, (ii) HVYR-H2 que comprende la ssmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14 y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia deraacidos de SEQ ID NO: 15 y un

dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprendesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 16 (v) HVR-L2 que comprende la secuedei@minoacidos de SEQ ID NO: 17
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amiiméc de SEQ ID NO: 18,

(b) un dominio VH que comprende (i) HVYR-H1 que coeme la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 26, (ii) HVYR-H2 que comprende la sgmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
27 y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia dermacidos de SEQ ID NO: 28 y un

dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprerdesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 29 (v) HVR-L2 que comprende la secuedeiaminoacidos de SEQ ID NO: 30
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amimméc de SEQ ID NO: 31,

(¢) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemle la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 34, (ii) HVR-H2 que comprende la sgmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
35 y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia dermacidos de SEQ ID NO: 36 y un

dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprerdesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 37 (v) HVR-L2 que comprende la secuedei@minoacidos de SEQ ID NO: 38
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amimmdc de SEQ ID NO: 39,

(d) un dominio VH que comprende (i) HVYR-H1 que coeme la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 42, (ii) HVYR-H2 que comprende la ssmia de aminoacidos de SEQ ID NO:



10

15

20

25

30

81

43 vy (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia deraacidos de SEQ ID NO: 44 y un
dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprendesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 45 (v) HVR-L2 que comprende la secuedeiaminoacidos de SEQ ID NO: 46
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amimméc de SEQ ID NO: 47,
(e) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemgle la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, (ii) HVR-H2 que comprende la sgmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
51 y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia dermacidos de SEQ ID NO: 52 y un
dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprerdesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 53 (v) HVR-L2 que comprende la secuedeiaminoacidos de SEQ ID NO: 54
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amimmmidc de SEQ ID NO: 55,
() un dominio VH que comprende (i) HVYR-H1 que coempde la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 58, (ii) HVYR-H2 que comprende la ssmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
59 y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia dereracidos de SEQ ID NO: 60 y un
dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprendesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 61 (v) HVR-L2 que comprende la secuedeiaminoacidos de SEQ ID NO: 62
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amimméc de SEQ ID NO: 63 o
(g) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coeme la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 66, (ii) HVYR-H2 que comprende la sgmia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 vy (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia dermacidos de SEQ ID NO: 68 y un
dominio VL que comprende (iv) HVR-L1 que comprerdesecuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 (v) HVR-L2 que comprende la secuedei@minoacidos de SEQ ID NO: 70
y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de amiitmécde SEQ ID NO: 71.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligandos de la familia de TNR, donde el resto capaz de unirse

especificamente a PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende una secuencia de acithmsde SEQ ID NO: 19y
un dominio VL que comprende una secuencia de amidoside SEQ ID NO: 20,

(b) un dominio VH que comprende una secuencia de acithm@de SEQ ID NO: 21y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 22,
(¢) un dominio VH que comprende una secuenciantaaicidos de SEQ ID NO:
21 y un dominio VL que comprende una secuenciandeaacidos de SEQ ID NO:
23,
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(d) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 24,

(e) un dominio VH que comprende una secuencia decatidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 25,

(f) un dominio VH que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 32y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 33,

(g) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 40y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 41,

(h) un dominio VH que comprende una secuencia deaduidos de SEQ ID NO: 48 y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 49,

(i) un dominio VH que comprende una secuenciandi@@acidos de SEQ ID NO: 56 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 57,

(k) un dominio VH que comprende una secuenciantie@cidos de SEQ ID NO: 64 y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 65 o

(I) un dominio VH que comprende una secuenciandi@@acidos de SEQ ID NO: 72y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 73.

En un aspecto, la invencion proporciona una moéeédalunién a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF, en dondesto capaz de unirse especificamente a

PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemgle la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 vy (iii) HVR-H3 que quende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 16Q{(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDING: (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDLBO:

En un aspecto particular, la invencion proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TNR, donde el resto capaz de unirse
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especificamente a PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende una secuenciardeaicidos de SEQ ID NO: 19y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 20,

(b) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y
un dominio VL que comprende una secuencia de amidoside SEQ ID NO: 22,

c) un dominio VH que comprende una secuencia dea@tidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 23,

(d) un dominio VH que comprende una secuenciandaaacidos de SEQ ID NO: 21y
un dominio VL que comprende una secuencia de amitoside SEQ ID NO: 24 o

(e) un dominio VH que comprende una secuencia decatidos de SEQ ID NO: 21y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 25.

En un aspecto adicional, el resto capaz de unspecé#ficamente a PD1 comprende una
region variable de cadena pesada que comprendsamu@ncia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96%, 97%, 98%, 89190 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y una region variagldecadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximeada un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 %

0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacido€£@e|S NO: 22.

En otro aspecto, el resto capaz de unirse espmuificte a PD1 comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secdenaminoacidos que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 % o %0iéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y una regién varialdecadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximeada un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 %

0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidoEdeIB NO: 24.

En un aspecto, se proporciona una molécula de umiéantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF tal como se ha defrgahteriormente en el presente documento,
en donde el resto capaz de unirse especificameRBlacomprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de amino&dd8&Q ID NO: 21 y una cadena ligera
variable que comprende una secuencia de aminoad&d8&Q ID NO: 22 o en donde el resto
capaz de unirse especificamente a PD1 comprendecadana pesada variable que

comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ IRN®una cadena ligera variable que



10

15

20

25

30

84

comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ IR2NO

En un aspecto particular, el resto capaz de umispecificamente a PD1 comprende una
region variable de cadena pesada que comprenéeuarscia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21 y una region variable de cadena ligera que cenaer la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22. En otro aspecto particular, el restoazagle unirse especificamente a PD1
comprende una regién variable de cadena pesadeoquzrende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 21 y una region variable de cadegerd que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En un aspecto especiél resto capaz de unirse
especificamente a PD1 comprende un dominio VH qoesiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y un dominio VL quensiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o un dominio VH quesiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y un dominio VL quensiste en la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 24.

En un aspecto adicional, la molécula de unién mend que contiene trimero de ligandos de
la familia de TNF de la invencion comprende (a)nanos un resto capaz de unirse
especificamente a PD1 que comprende una regiéabl@armle cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 yreg#n variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID2R®: una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacid®is@eD NO: 21 y una region variable
de cadena ligera que comprende la secuencia deoacmdoes de SEQ ID NO: 24 y
(b) una segunda cadena pesada que comprende wemaacde aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 9, SEQI@ 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID
NO:10y

una segunda cadena ligera que comprende una secdenaminoacidos seleccionada entre
el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NGBEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto particular, la molécula de uniéntiyano que contiene trimero de ligandos de
la familia de TNF de la invencibn comprende (a)na&nos un resto capaz de unirse
especificamente a PD1 que comprende una regiéabl@armle cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 yreg#n variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID2R®: una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacid®is@eD NO: 21 y una regién variable

de cadena ligera que comprende la secuencia deoacmdoes de SEQ ID NO: 24 y
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(b) un primer y un segundo polipéptido que estadasentre si mediante un enlace disulfuro,

en donde la molécula de uniéon a antigeno se camctpor que el primer polipéptido

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID MOy el segundo polipéptido

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ICBNO:

En un aspecto adicional, se proporciona una maédael unibn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF tal comdhsedescrito anteriormente en el presente

documento, en donde la molécula de unién a antigemprende

(@)

(b)

una primera cadena pesada y una primera céiders comprendiendo ambas una

molécula Fab capaz de unirse especificamente a PD1,

una segunda cadena pesada que comprende ooanga de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12y SEQ ID NO:10y

una segunda cadena ligera que comprende una sicudac aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQAODL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto, la invencion proporciona una motécd unidn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doradleblécula de unién a antigeno comprende

(@)

(b)

una molécula Fab capaz de unirse especifidemerPD1 que comprende una
region variable de cadena pesada que comprendsl@rcia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 21 y una region variable de cadenadigpre comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una region vhridle cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID24@:una region variable

de cadena ligera que comprende la secuencia deacdoes de SEQ ID NO: 24 y

una segunda cadena pesada que comprende unandac de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ
IDNO: 12y SEQ ID NO:10 y

una segunda cadena ligera que comprende una secudac aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQADL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.
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En un aspecto, la invencion proporciona una modédd unidon a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doradleblécula de unién a antigeno comprende

(@) una primera cadena pesada que comprende el doMiiague comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y umaepa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secueteiaminoacidos de SEQ ID
NO: 200

una primera cadena pesada que comprende el doMMhiaque comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y urmaepa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuatei@minoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 22, SEQIO: 23, SEQ ID NO: 24 y
SEQID NO: 25y

(b) una segunda cadena pesada que comprende ugoenda de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SERRAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ
IDNO: 12y SEQ ID NO:10 y

una segunda cadena ligera que comprende una secudac aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQADL, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4y SEQ ID NO: 5.

En un aspecto particular, se proporciona una mizéda uniébn a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doralenblécula de union a antigeno comprende

() una primera cadena pesada que comprende ehaokH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y umaegpa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuedeiaaminoacidos de
SEQ ID NO: 20 0

una primera cadena pesada que comprende el dokfihigue comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y umaegpa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuem&aaminoacidos

seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD22, SEQ ID NO: 23,

SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25,

(i) una segunda cadena pesada que comprendeclensta de aminoacidos

seleccionada entre el grupo que consiste en SERAD74, SEQ ID NO: 76,
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SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO:80 y
(i) una segunda cadena ligera que comprende daeseia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SEAD75, SEQ ID NO: 77,

SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 81.

5 En otro aspecto, la invencion proporciona una mdéede unidn a antigeno que contiene

10
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30

trimero de ligando de la familia de TNF, en la umolécula de unién a antigeno comprende

(@)

(b)

(©)

(d)

una primera cadena pesada que comprendedarsg& de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75,

una primera cadena pesada que comprendeuarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77,

una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79, o

una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona molécula de unién a antigeno que

contiene trimero de ligando de la familia de TN Ja& que la molécula de unidn a antigeno

comprende

(@)

una primera cadena pesada que comprendedarsd& de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 171, una segunda cadena pesada querende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75,

(b) una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 171, una segunda cadena pesada gquereonde la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77,

(c) una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 171, una segunda cadena pesada gquopreonde la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y una segunda cadgeealque comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79, o

(d) una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 171, una segunda cadena pesada querende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81.

En particular, se proporciona una molécula de umiéantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF, en la que la molécdéaunion a antigeno comprende una
primera cadena pesada que comprende la secuenaiaideacidos de SEQ ID NO: 82, una
primera cadena ligera que comprende la secuen@mdwacidos de la SEQ ID NO: 83, una
segunda cadena pesada que comprende la secueacmnd@cidos de SEQ ID NO: 78 y una

segunda cadena ligera que comprende la secuenamideacidos de SEQ ID NO: 79.

En un aspecto particular adicional, se proporciona molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNfJa que la molécula de unién a antigeno
comprende una primera cadena pesada que compeesdeuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 82, una primera cadena ligera que comprémdecuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 171, una segunda cadena pesada que comgdeesdeuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 78 y una segunda cadena ligera que compriensiecuencia de aminoacidos de SEQ
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ID NO: 79.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona uok&cnla de unién a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, que compee

(@)
(b)

al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

un primer y un segundo polipéptido que estdidas entre si mediante un enlace
disulfuro,

en donde la molécula de union a antigeno se cawctpor que el primer
polipéptido contiene un dominio CH3 y el segunddipgptido contiene un
dominio CH3, respectivamente, y en donde el pripwipéptido comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos del
mismo que estan conectados entre si y al extrerteyn@nal del dominio CH3
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lides de TNF o un fragmento
del mismo conectado a través de un enlazador peptt extremo C-terminal del

dominio CH3 de dicho polipéptido.

En particular, dicha molécula de union a antigene gontiene trimero de ligando de la

familia de TNF comprende dos dominios Fab capaeasiidse especificamente a PD1.

En particular, se proporciona una molécula de uréantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF como se ha descriter@mrmente en el presente documento que

comprende

(@)

(b)

una primera cadena pesada que comprende la sexdenaminoacidos de SEQ ID
NO: 84, una segunda cadena pesada que compresetukencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 85 y dos cadenas ligeras que compreladsgcuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 83 0

una primera cadena pesada que comprende la sexdenaminoacidos de SEQ ID
NO: 86, una segunda cadena pesada que compresetikencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 87 y dos cadenas ligeras que compreladsgcuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 83.

En un aspecto adicional, se proporciona una maédel union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF como sedkeacrito anteriormente en el presente



10

15

20

25

30

90

documento que comprende

(a) una primera cadena pesada que comprendeuarsgg de aminoacidos de SEQ ID
NO: 84, una segunda cadena pesada que comprese®ilencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 85 y dos cadenas ligeras que compreladsgcuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1710

(b) una primera cadena pesada que comprendedarsga de aminoacidos de SEQ ID
NO: 86, una segunda cadena pesada que comprese®ilencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 87 y dos cadenas ligeras que compreladsgcuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 171.

En otro aspecto particular, la invencion proporaiama molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIFctamo se ha descrito anteriormente en el
presente documento, en donde la molécula de uniantigeno que contiene trimero de

ligando de la familia de TNF comprende un dominid [Eapaz de unirse especificamente a
PD1.

En dicho aspecto, se proporciona una molécula dmunantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF, en donde la molécd&a uniébn a antigeno comprende
(i) un polipéptido de fusién que comprende una pransubunidad de un dominio Fc y dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o fragmentos del mismo que
estan conectados entre si y al extremo C-termiglatominio CH3 mediante un enlazador
peptidico, (ii) una cadena pesada que comprendersinio VH del dominio Fab capaz de
unirse especificamente a PD1, una segunda subudalatbminio Fc y un ectodominio de
dicho miembro de la familia de ligandos de TNF o fragmento del mismo conectado
mediante un enlazador peptidico al extremo C-teahdel dominio CH3 y (iii) una cadena
ligera que comprende el dominio VL del dominio Eapaz de unirse especificamente a PD1,
0

(i) un polipéptido de fusién que comprende una pransubunidad de un dominio Fc y un
ectodominio de un miembro de la familia de ligandesTNF o un fragmento del mismo que
esta conectado al extremo C-terminal del domini® @tediante un enlazador peptidico, (ii)
una cadena pesada que comprende el dominio VH aelintb Fab capaz de unirse
especificamente a PD1, una segunda subunidad nhéhidoFc y dos ectodominios de dicho
miembro de la familia de ligandos de TNF o fragmmendel mismo que estan conectados

entre si y al extremo C-terminal del dominio CH3dmate un enlazador peptidico, y (iii)) una
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cadena ligera que comprende el dominio VL del damfiab capaz de unirse especificamente
a PD1.

En un aspecto particular, se proporciona una miaéde union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doralenblécula de union a antigeno comprende
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(@)

(b)

(©)

(d)

un polipéptido de fusién que comprende la secia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 88, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 87 y una cadena ligera que comprende la se@uda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83,

un polipéptido de fusién que comprende la sacia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 89, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 90 y una cadena ligera que comprende la seeuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83,

un polipéptido de fusién que comprende la sacia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 91, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 86 y una cadena ligera que comprende la seeuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83 0

un polipéptido de fusiébn que comprende la sacia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 93, una cadena pesada que comprende la segaenaminoacidos de SEQ ID
NO: 92 y una cadena ligera que comprende la seuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 83.

En otro aspecto particular, se proporciona una coatdéde union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF, en doraleblécula de unidén a antigeno comprende

(@)

un polipéptido de fusion que comprende la secueteiaminoacidos de SEQ ID
NO: 88, una cadena pesada que comprende la seauEnaminoacidos de SEQ ID
NO: 87 y una cadena ligera que comprende la seeuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 171,

(b) un polipéptido de fusién que comprende la secueteiaminoacidos de SEQ ID

NO: 89, una cadena pesada que comprende la seaueEnaminoacidos de SEQ ID
NO: 90 y una cadena ligera que comprende la seeuda@minoacidos de SEQ ID
NO: 171,
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(c) un polipéptido de fusién que comprende la secuetkeiaminoacidos de SEQ ID
NO: 91, una cadena pesada que comprende la seauEnaminoacidos de SEQ ID
NO: 86 y una cadena ligera que comprende la se@uda@minoacidos de SEQ ID
NO: 1710

(d) un polipéptido de fusién que comprende la secuetkeiaminoacidos de SEQ ID
NO: 93, una cadena pesada que comprende la seauEnaminoacidos de SEQ ID
NO: 92 y una cadena ligera que comprende la se@uda@minoacidos de SEQ ID
NO: 171.

Polinucleétidos

La invencién proporciona ademas polinucleétidosads que codifican una molécula de
unidn a antigeno que contiene trimero de ligandia éemilia de TNF tal como se ha descrito

en el presente documento o un fragmento de la misma

Los polinucleétidos aislados que codifican molésute uniébn a antigeno que contienen
trimero de ligando de TNF de la invencidén puedegsr&sarse como un solo nucleétido que
codifica la molécula de unién a antigeno completarmo multiples (por ejemplo, dos 0 mas)
polinucledtidos que se expresan de manera conjlms. polipéptidos codificados por

polinucledtidos que se expresan de manera conpugden asociarse a traves, por ejemplo,
de enlaces disulfuro u otros medios para formarmaokicula de unién a antigeno funcional.
Por ejemplo, la porcion de cadena ligera de unaimuglobulina puede codificarse por un

polinucledtido separado a partir de la porcidon ddena pesada de la inmunoglobulina.
Cuando se expresan de manera conjunta, los patipédade cadena pesada se asociaran con
los polipéptidos de cadena ligera para formardauimoglobulina.

En algunos aspectos, el polinucleétido aisladofmadla molécula de unidn a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNifpteta de acuerdo con la invencion, tal
como se ha descrito en el presente documento. BErcytar, el polinucledtido aislado

codifica un polipéptido comprendido en la moléalgaunion a antigeno que contiene trimero
de ligando de la familia de TNF de acuerdo comieemcién, tal como se ha descrito en el

presente documento.

En un aspecto, la presente invencion se refierelinygledtidos aislados que codifican una
molécula de union a antigeno que contiene trimerdighndos de la familia de TNF, en
donde el polinucleétido comprende (a) una secueaqegacodifica un resto capaz de unirse



10

15

20

25

30

93

especificamente a PD1, (b) una secuencia que cadifi polipéptido que comprende dos
ectodominios de un miembro de la familia de ligande TNF o dos fragmentos del mismo
que estan conectados entre si a través de un @ofagaptidico y (c) una secuencia que
codifica un polipéptido que comprende un ectodomahe dicho miembro de la familia de

ligandos de TNF o un fragmento del mismo.

En otro aspecto, se proporciona un polinucleotidla@o que codifica una molécula de unién
a antigeno que contiene trimero de ligando de 4;HdBlonde el polinucledtido comprende
(&) una secuencia que codifica un resto capaz dseuaspecificamente a PD1, (b) una
secuencia que codifica un polipéptido que compratuie ectodominios de 4-1BBL o dos
fragmentos del mismo que estan conectados entreediinte un enlazador peptidico y (c)
una secuencia que codifica un polipéptido que cenge un ectodominio de 4-1BBL o un

fragmento del mismo.

En un aspecto adicional, la invencion se refiets golinucleétido aislado que comprende
una secuencia que codifica un polipéptido que ceng® dos fragmentos de 4-1BBL que
comprenden una secuencia de aminoacidos que esnakmaproximadamente un 90 %, 95%,
98 % 0 100 % idéntica a una secuencia de amincaomstrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,@HD NO: 6, SEQ ID NO: 7 0 SEQ
ID NO: 8 y a un polinucleétido que comprende urausacia que codifica un polipéptido que
comprende un fragmento de 4-1BBL que comprendesaoaencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 90%, 95%, 98 % o 100 %ticdéa una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NGSEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 0 SEQ I[@NB.

Ademas, se proporciona un polinucleotido aislade gadifica una molécula de union a
antigeno que contiene trimero de ligando de OXA@ande el polinucleétido comprende (a)
una secuencia que codifica un resto capaz de wsperificamente a PD1, (b) una secuencia
gue codifica un polipéptido que comprende dos ectonios de OX40L o dos fragmentos del
mismo que estan conectados entre si mediante apagior peptidico y (c) una secuencia que

codifica un polipéptido que comprende un ectodoonéld OX40L o un fragmento del mismo.

En aspectos adicionales, la invencion se refiengolanucledtidos que comprenden una
secuencia que es al menos aproximadamente un 9%%, 98 % o 100 % idéntica a las
secuencias de ADNc especificas divulgadas en depte documento. En un aspecto

particular, la invencion se refiere a un polinuti® que comprende una secuencia que es
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idéntica a una de las secuencias de ADNc espexifivalgadas en el presente documento.

En otros aspectos, la molécula de acido nucleiocopcende o consiste en una secuencia de
nucleodtidos que codifica una secuencia de aminoadal como se expone en una cualquiera
de las SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 48, 41, 48, 49, 56, 57, 64, 65, 72 0 73.
En un aspecto adicional, la molécula de &cido mealeomprende o consiste en una
secuencia de nucleétidos que codifica una secuelecaminoacidos, tal como se expone en
una cualquiera de las SEQ ID NO: 9, 10, 11 o0 12.

En otros aspectos mas, la molécula de acido nocteimprende o consiste en una secuencia
de nucleétidos seleccionada entre el grupo queistensn las SEQ ID NO: 131, 132, 133,
134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 145, 146, 147, 148, 149 o 150.

En determinados aspectos, el polinucleétido o acidibeico es ADN. En otras realizaciones,
un polinucleotido de la presente invencion es ABdt, ejemplo, en forma de ARN mensajero

(ARNm). El ARN de la presente invencidén puede senotatenario o bicatenario.
Métodos recombinantes

Pueden obtenerse moléculas de union a antigencogtienen trimero de ligando de TNF de
la invencion, por ejemplo, mediante sintesis pegidn estado soélido (por ejemplo, sintesis
en fase solida de Merrifield) o produccion recomabie. Para la produccion recombinante,
uno o mas polinucledtidos que codifican la moléddainion a antigeno que contiene trimero
de la familia de ligandos de TNF o fragmentos pgipdicos de la misma, por ejemplo, como
se ha descrito anteriormente, se aislan e insemaono o mas vectores para clonacion
adicional y/o expresion en una célula hospedaddiecho polinucleétido puede aislarse y
secuenciarse facilmente usando procedimientos ocieles. En un aspecto de la
invencién, se proporciona un vector, preferentemeantvector de expresion, que comprende
uno o mas de los polinucleétidos de la invenciared®n usarse métodos conocidos para un
experto en la materia para construir vectores daesion que contienen la secuencia
codificante de la molécula (o fragmento) de uni@ntigeno que contiene trimero de ligando
de la familia de TNF junto con sefiales de contrahdcripcional/traduccional adecuadas.
Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinamteitro, técnicas sintéticas y
recombinacion/recombinacidén genétinavivo. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MAUAL, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubel et al.,URRENT PROTOCOLS IN
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MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates yl&Yy Interscience, N.Y. (1989).

El vector de expresidon puede ser parte de un pifismuirus o puede ser un fragmento de
acido nucleico. El vector de expresion incluye asete de expresion en el que se clona el
polinucledtido que codifica la molécula de unidardigeno que contiene trimero de ligando
de la familia de TNF o fragmentos polipeptidicodalemisma (es decir, la region codificante)
en asociacion operativa con un promotor y/u otteshentos de control de la transcripcion o
la traduccion. Tal como se usa en el presente dectonuna "region codificante” es una
porcion de acido nucleico que consiste en codomekitidos en aminoacidos. Aunque un
"codbén de terminacién" (TAG, TGA o TAA) no se traguen un aminoacido, puede
considerarse parte de una regién codificante, & psesente, pero cualquier secuencia
flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios deodmnia ribosomas, terminadores
transcripcionales, intrones, regiones 5' y 3' malucidas y similares, no son parte de una
region codificante. Pueden estar presentes dos © regiones codificantes en una sola
construccion de polinucleétido, por ejemplo, en sglo vector o en construcciones de
polinucledtido separadas, por ejemplo, en vectsepsirados (diferentes). Ademas, cualquier
vector puede contener una sola region codificanpeiede comprender dos 0 mas regiones
codificantes, por ejemplo, un vector de la presémiencion puede codificar uno o mas
polipéptidos, que se separan post- 0 co-traduckieerde en las proteinas finales mediante
escision proteolitica. Ademas, un vector, polindtitlb o acido nucleico de la invencion
puede codificar regiones codificantes heterdlodman fusionadas o no fusionadas a un
polinucledtido que codifica la molécula de uniéardigeno que contiene trimero de ligando
de la familia de TNF de la invencion o fragmentotigeptidicos de la misma o variantes o
derivados de la misma. Las regiones codificanteerdlegas incluyen, sin limitacion,
elementos o motivos especializados, tales comoeptidn de sefial secretoria 0 un dominio
funcional heterdlogo. Una asociacion operativa dea@ando una region codificante para un
producto génico, por ejemplo, un polipéptido, sEc@scon una 0 mas secuencias reguladoras
de tal modo que situan la expresion del producticgébajo la influencia o el control de la
secuencia reguladora (o las secuencias regulad@as)fragmentos de ADN (tal como una
region codificante de polipéptido y un promotor@sdo a esta) se "asocian operativamente”
si la induccién de la funcion de promotor da comsultado la transcripcion de ARNm que
codifica el producto génico deseado y si la nadzlde la union entre los dos fragmentos de
ADN no interfiere con la capacidad de la expreslérias secuencias reguladoras para dirigir
la expresion del producto génico o interferir canchpacidad del molde de ADN para

transcribirse. Por lo tanto, una region promot@tard asociada operativamente con un acido
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nucleico que codifica un polipéptido si el promotésr capaz de efectuar la transcripcion de
ese acido nucleico. ElI promotor puede ser un promespecifico de célula que dirige la
transcripcion sustancial del ADN solo en célulaedeterminadas. Otros elementos de control
de la transcripcion, aparte de un promotor, panp|e, potenciadores, operadores, represores
y sefiales de terminacion de la transcripcion, puea®ociarse operativamente con el
polinucledtido para dirigir la transcripcion espiea de célula.

Los promotores adecuados y otras regiones de taldrta transcripcion se divulgan en el
presente documento. Los expertos en la técnicaceonana variedad de regiones de control
de la transcripcion. Estos incluyen, sin limitagicegiones de control de la transcripcion, que
funcionan en células de vertebrado, tales coma, gierlimitacion, segmentos promotores y
potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, emotor temprano intermedio, en
conjuncion con el intron A), virus de simio 40 (pefemplo, el promotor temprano) y
retrovirus (tales como, por ejemplo, virus del sara de Rous). Otras regiones de control de
la transcripcion incluyen aquellas derivadas deegede vertebrado, tales como actina,
proteina de choque térmico, hormona de crecimieawno y globina-a de conejo, asi como
otras secuencias capaces de controlar la exprgsémina en células eucariotas. Las regiones
de control de la transcripcion adecuadas adicisrialduyen promotores especificos de tejido
y potenciadores, asi como promotores inducibles ¢gmplo, tetraciclinas inducibles por
promotores). De manera similar, los expertos hal@tien la materia conocen una variedad
de elementos de control de la traduccion. Estdayen, pero sin limitacion, sitios de union a
ribosomas, codones de inicio y terminacién de &uccidn y elementos derivados de
sistemas virales (particularmente un sitio de éati@ribosoma interno, también citado como
una secuencia CITE). El casete de expresion tanmuiéde incluir otras caracteristicas, tales
como un origen de replicacion y/o elementos degmat@on cromosoOmica, tales como
repeticiones terminales largas retroviricas (LTR¢meticiones terminales invertidas (ITR) de

virus adenoasociados (AAV).

Las regiones codificantes del polinucledtido y aidicleico de la presente invencion pueden
asociarse con regiones codificantes adicionalescgdiican péptidos secretorios o de senial,
que dirigen la secrecion de un polipéptido codifacgor un polinucledtido de la presente
invencién. Por ejemplo, si se desea la secreciotadaolécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TN#fedragmentos de la misma, puede situarse
el ADN que codifica una secuencia de sefal cadetmalel acido nucleico que codifica una

molécula de unién a antigeno que contiene trimerdighndo de la familia de TNF o
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fragmentos polipeptidicos de la misma. De acueatola hipotesis de la sefial, las proteinas
secretadas por células de mamifero tienen un mégédenal o secuencia lider secretoria que
se escinde de la proteina madura una vez que seclalo la exportacion de la cadena de
proteina en crecimiento a través del reticulo eladopatico rugoso. Los expertos en la
materia son conscientes de que los polipéptidosetselos por células de vertebrado
generalmente tienen un péptido de sefal fusionkagixtr@mo N-terminal del polipéptido, que
se escinde del polipéptido traducido para producia forma secretada o "madura” del
polipéptido. En determinadas realizaciones, seelipaptido de sefal nativo, por ejemplo, un
péptido de sefial de cadena pesada o de cadena digeinmunoglobulina o un derivado
funcional de esa secuencia que conserve la capiagata dirigir la secrecion del polipéptido
que esta asociado operablemente con esta. Comuadilta, puede usarse un péptido de sefal
heterélogo de mamifero o un derivado funcionalmdsimo. Por ejemplo, la secuencia lider
de tipo silvestre puede sustituirse con la secaelider del activador de plasminégeno de
tejido humano (TPA) o dg-glucuronidasa de raton.

Puede incluirse ADN que codifica una secuenciaacdd proteina que puede usarse para
facilitar la purificacion posterior (por ejemplon unarcador de histidina) o asistir en el
marcado de la proteina de fusion dentro o en logmos del polinucleétido que codifica una
molécula de unién a antigeno que contiene trimerdighndo de la familia de TNF o

fragmentos polipeptidicos de la misma.

En un aspecto adicional de la invencion, se propoac una célula hospedadora que
comprende uno 0 méas polinucledtidos de la invenciEm determinadas realizaciones, se
proporciona una célula hospedadora que compreral® umas vectores de la invencion. Los
polinucleodtidos y vectores pueden incorporar cualgude las caracteristicas, por separado 0
en combinacion, descritas en el presente docungntelacion a polinucleotidos y vectores,
respectivamente. En un aspecto, una célula hospedawmprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) un vector que cenale un polinucleétido que codifica
(parte de) una molécula de unién a antigeno queecentrimero de ligando de la familia de
TNF de la invencion. Tal como se usa en el presdotmento, la expresion "célula
hospedadora” se refiere a cualquier tipo de sisteelalar que pueda modificarse por
ingenieria genética para generar las proteinasigiénf de la invencion o fragmentos de las
mismas. Las células hospedadoras adecuadas péicarrgppara soportar la expresion de
moléculas de unién a antigeno se conocen bien etécl@ica. Dichas células pueden

transfectarse o transducirse segun sea necesaral gector de expresion particular y pueden
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cultivarse grandes cantidades de células que ocemtigector para sembrar fermentadores a
gran escala para obtener cantidades suficientda deolécula de unidon a antigeno para
aplicaciones clinicas. Las células hospedadorasuadas incluyen microorganismos
procariotas, tales com® coli o diversas células eucariotas, tales como cétidagvario de
hamster chino (CHO), células de insecto o similaRes ejemplo, los polipéptidos pueden
producirse en bacterias, en particular cuando noesesita la glucosilacién. Después de la
expresion, el polipéptido puede aislarse a paetiladpasta celular bacteriana en una fraccion
soluble y puede purificarse adicionalmente. Aded&grocariotas, los microbios eucariotas,
tales como hongos filamentosos o levaduras soruades para clonacion u hospedadores de
expresion para vectores que codifican polipéptidaduyendo cepas de hongos y levaduras
cuyas vias de glucosilacion se han "humanizadojuda como resultado la produccion de
un polipéptido con un patron de glucosilacion @dra completamente humano. Véase
Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004) y lalgtNat Biotech 24, 210-215 (2006).

Las células hospedadoras adecuadas para la expdesjiplipéptidos (glucosilados) también
se derivan de organismos multicelulares (vertelsraglanvertebrados). Los ejemplos de
células de invertebrados incluyen células vegetglede insecto. Se han identificado
numerosas cepas baculovirales que pueden usarsengmcion con células de insecto,
especialmente para transfeccion de célulasSdedoptera frugiperdaTambién pueden
utilizarse cultivos de células vegetales como hdageres. Véanse, por ejemplo, las Patentes
de los Estados Unidos n.° 5.959.177, 6.040.4980648, 7.125.978 y 6.417.429 (que
describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para produ@nticuerpos en plantas
transgénicas). Las células de vertebrados tamhiédem usarse como hospedadores. Por
ejemplo, pueden ser Utiles células de mamifercegtén adaptadas para crecer en suspension.
Otros ejemplos de células de mamifero Gtiles sdiméa CV1 de rifion de mono trasformada
mediante SV40 (COS-7); la linea de rinidbn embriomamano (células 293 o 293T tal como
se describen, por ejemplo, en Graham et al., J\@eh 36, 59 (1977)), células de rifion de
cria de hamster (BHK), células de sertoli de rdt@#ulas TM4 tal como se describen, por
ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (198@Plulas de rifibn de mono (CV1),
células de rifidn de mono verde africano (VERO-Zéllas de carcinoma de cuello de utero
humano (HELA), células de rifion canino (MDCK), dakide higado de rata bufalo (BRL
3A), células de pulmén humano (W138), células dgmdd humano (Hep G2), células de
tumor mamario de ratbn (MMT 060562), células TRl ¢oomo se describen, por ejemplo, en
Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (2P8células MRC 5 y células FS4. Otras
lineas celulares de mamifero atiles incluyen céla ovario de hamster chino (CHO),
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incluyendo células CHO dhfr- (Urlaub, Proc Natl Ac&ci USA 77, 4216 (1980)); y lineas
celulares de mieloma, tales como YO, NSO, P3X63 p2/& Para una revision de
determinadas lineas celulares de mamifero hospeta@dolecuadas para la produccion de
proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methodgolecular Biology, Vol. 248 (B.K.C.
Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pags. 255-26®3). Las células hospedadoras
incluyen células cultivadas, por ejemplo, célulasythmifero cultivadas, células de levadura,
células de insecto, células bacterianas y célutgetales, por nombrar solo algunas, pero
también células comprendidas dentro de un aniraakgrenico, planta transgénica o planta
cultivada o tejido animal. En una realizacion, &uta hospedadora es una célula eucariota,
preferentemente una célula de mamifero, tal conma adétula de ovario de hamster chino
(CHO), una célula de rifidn embrionario humano (HBK)na célula linfoide (por ejemplo,
Y0, NSO, Sp20). Se conocen tecnologias estandirtégnica para expresar genes exogenos
en estos sistemas. Las células que expresan ymeptitio que comprende bien la cadena
pesada o la cadena ligera de una inmunoglobuliredgn modificarse por ingenieria genética
para también expresar la otra de las cadenas deogiobulina de tal forma que el producto

expresado es una inmunoglobulina que tiene tardacadena ligera como una cadena pesada.

En un aspecto, se proporciona un método para praghee molécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNFagmentos polipeptidicos de la misma,
comprendiendo el método cultivar una célula hospedaque comprende polinucleotidos
que codifican la molécula de unidn a antigeno quiene trimero de ligando de la familia
de TNF de la invencién o fragmentos polipeptidideda misma, tal como se proporciona en
el presente documento, en condiciones adecuadasapexpresion de la molécula de union a
antigeno que contiene trimero de ligando de laliade TNF de la invencion o fragmentos
polipeptidicos de la misma y recuperar la moléd@ainion a antigeno que contiene trimero
de ligando de la familia de TNF de la invenciémagmentos polipeptidicos de la misma de la

célula hospedadora (o medio de cultivo de la célakpedadora).

En la molécula de unién a antigeno que contiengetd de ligando de la familia de TNF de
la invencion, los componentes (al menos un respazale unirse especificamente a un
antigeno de célula diana, un polipéptido que congealos ectodominios de un miembro de
la familia de ligandos de TNF o fragmentos del ntisynun polipéptido que comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lidas1 de TNF o un fragmento del mismo)
no estan fusionados genéticamente entre si. Lgséptidos se disefian de tal forma que sus

componentes (dos ectodominios de un miembro deamailifd de ligandos de TNF o
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fragmentos del mismo y otros componentes, talesoc@d o CL) se fusionan entre si

directamente o a través de una secuencia enlazadocamposicion y longitud del enlazador

puede determinarse de acuerdo con métodos bieridoscen la técnica y puede ensayarse
respecto de su eficacia. Los ejemplos de secueeciazadoras entre diferentes componentes
de las moléculas de unidon a antigeno de la invans# encuentran en las secuencias
proporcionadas en el presente documento. Tambiédepuincluirse secuencias adicionales
para incorporar un sitio de escision para sepascdmponentes individuales de la proteina

de fusion si se desea, por ejemplo, un sitio den@tmiento de endopeptidasa.

En determinadas realizaciones, los restos cap&casitse especificamente a un antigeno de
célula diana (por ejemplo, fragmentos Fab) que &ormarte de la molécula de union a
antigeno comprenden al menos una region variabiendenoglobulina capaz de unirse a un
antigeno. Las regiones variables pueden formae pagiroceder de anticuerpos de origen
natural o no natural y fragmentos de los mismos bm@todos para producir anticuerpos
policlonales y monoclonales se conocen bien erédaita (véase, por ejemplo, Harlow y
Lane, "Antibodies, a laboratory manual”, Cold Sgrinlarbor Laboratory, 1988). Los
anticuerpos de origen no natural pueden construsaado sintesis peptidica en fase sélida,
pueden producirse de manera recombinante (por &emtab como se describe en la Patente
de los Estados Unidos n.° 4.186.567, por ejempiploeando bibliotecas combinatorias que
comprenden cadenas pesadas variables y cadenass liggiables (véase la Patente de los
Estados Unidos n.° 5.969.108 de McCafferty).

Pueden usarse inmunoglobulinas de cualquier espagimal en la invencion. Las
inmunoglobulinas no limitantes Utiles en la presantvencién pueden ser de origen murino,
de primate, o de ser humano. Si la proteina derussta prevista para su uso en seres
humanos, puede usarse una forma quimérica de lanogiobulina en la que las regiones
constantes de la inmunoglobulina son de un humdmwa forma humanizada o
completamente humana de la inmunoglobulina tambigede prepararse de acuerdo con
métodos bien conocidos en la técnica (véase, ponpp, la Patente de los Estados Unidos
n. 5.565.332 de Winter). La humanizacion puederalsg mediante varios meétodos
incluyendo, pero sin limitacion (a) injerto de @®R no humanas (por ejemplo, anticuerpo
donante) en regiones marco conservadas y consthoteanas (por ejemplo, anticuerpo
receptor) con o sin retencién de restos marco ceades criticos (por ejemplo, aquellos que
son importantes para mantener una buena afinidadnd® a antigeno o funciones de

anticuerpo), (b) injerto solo de las regiones deteantes de la especificidad no humanas
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(SDR o0 a-CDR; los restos criticos para la intedateintigeno-anticuerpo) en regiones marco
conservadas y constantes humanas o (c) traspllmgadominios variables no humanos
completos, pero "revistiéndolos” con una secciomlar a humana mediante sustitucion de
restos superficiales. Los anticuerpos humanizadogtpdos para prepararlos se revisan, por
ejemplo, en Almagro y Fransson, Front Biosci 13196633 (2008) y se describen
adicionalmente, por ejemplo, en Riechmann et atui¢ 332, 323-329 (1988); Queen et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989); mat® de los Estados Unidos n.°
5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Jateal., Nature 321, 522-525 (1986);
Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6859884); Morrison y Oi, Adv Immunol 44,
65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 138611988); Padlan, Molec Immun 31(3),
169-217 (1994); Kashmiri et al., Methods 36, 25¢3@05) (que describe el injerto de SDR
(a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991)udqdescribe la “reformacion de
superficies”); Dall’Acqua et al., Methods 36, 43-@D05) (que describe el “reordenamiento
de FR”); y Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2008)imka et al., Br J Cancer 83, 252-260
(2000) (que describe el enfoque de “seleccion guigdra el reordenamiento de FR). Las
inmunoglobulinas particulares de acuerdo con l&nidn son inmunoglobulinas humanas.
Los anticuerpos humanos y las regiones variablesahas pueden producirse usando varias
técnicas conocidas en la materia. Los anticuerposhos se describen de manera general en
van Dijk y van de Winkel, Curr Opin Pharmacol 5836} (2001) y Lonberg, Curr Opin
Immunol 20, 450-459 (2008). Las regiones varialtkesnanas pueden formar parte y
derivarse de anticuerpos monoclonales humanos gidtu por el método de hibridoma
(véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Productitechniques and Applications, pags.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). Lasticuerpos humanos y regiones
variables humanas pueden prepararse también athammtis un inmundgeno a un animal
transgénico que se ha modificado para producic@enpos humanos intactos o anticuerpos
intactos con regiones variables humanas en regpaeptovocacion antigénica (véase, por
ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005%)s anticuerpos humanos y las
regiones variables humanas también pueden geneialaedo secuencias de region variable
de clon de Fv seleccionadas de bibliotecas de mmsen de fagos derivadas de seres
humanos (véase, por ejemplo, Hoogenboom et al.athdds in Molecular Biology 178, 1-37
(O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 200McCafferty et al., Nature 348, 552-
554; Clackson et al., Nature 352, 624-628 (19%H))¥ago presenta tipicamente fragmentos

de anticuerpo, ya sea como fragmentos Fv monoaatsr{acFv) o como fragmentos Fab.

En determinados aspectos, los restos capaces o wspecificamente a un antigeno de
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célula diana (por ejemplo, fragmentos Fab) compdersden las moléculas de union a
antigeno de la presente invencion estan modificadasngenieria genética para que tengan
afinidad de unidén potenciada de acuerdo con, pem@p, los métodos descritos en la
publicacion PCT WO 2012/020006 (véanse los Ejemptecionados con la maduracion de
afinidad) o la Solicitud Publicada de Patente de Hstados Unidos n.° 2004/0132066. La
capacidad de las moléculas de union a antigena ideedncidon para unirse a un determinante
antigénico especifico puede medirse bien a tragé@smdensayo inmunoabsorbente acoplado a
enzimas (ELISA) u otras técnicas familiares paraexperto en la materia, por ejemplo, la
técnica de resonancia de plasmén superficial (ldj@, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y
ensayos de union tradicionales (Heeley, Endocr Fgs217-229 (2002)). Pueden usarse
ensayos de competicion para identificar una moéedalunion a antigeno que compite con un
anticuerpo de referencia por la unién a un antigertcular. En determinadas realizaciones,
dicha molécula de union a antigeno competidorangeall mismo epitopo (por ejemplo, un
epitopo lineal o conformacional) que estad unido lpomolécula de unién a antigeno de
referencia. Los métodos ejemplares detallados pepear un epitopo al que se une una
molécula de unidn a antigeno se proporcionan emi$/dr996) "Epitope Mapping Protocols”,
en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana $3eTotowa, NJ). En un ensayo de
competicion ejemplar, se incuba antigeno inmoulizan una soluciébn que comprende una
primera molécula de unidn a antigeno marcada queeal antigeno a una segunda molécula
de unién a antigeno no marcada que se esta ensaymmecto de su capacidad para competir
con la primera molécula de unién a antigeno panlén al antigeno. La segunda molécula de
union a antigeno puede estar presente en un sdargeade hibridoma. Como control, se
incuba antigeno inmovilizado en una solucion quamende la primera molécula de unién a
antigeno marcada pero no la segunda molécula d& anantigeno no marcada. Después de
la incubacion en condiciones permisivas para |l&rmiel primer anticuerpo al antigeno, se
retira el exceso de anticuerpo no unido y se médeantidad de etiqueta asociada con el
antigeno inmovilizado. Si la cantidad del marcaakwciado con el antigeno inmovilizado se
reduce sustancialmente en la muestra de ensaysasion a la muestra de control, entonces
esto indica que la segunda molécula de unidon g@emdiesta compitiendo con la primera
molécula de unién a antigeno por la unién al antige/éase Harlow y Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual cap. 14 (Cold Spriklarbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY).

Las moléculas de unién a antigeno que contieneretoi de ligando de TNF de la invencion

preparadas tal como se describe en el presenteméoto pueden purificarse mediante
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técnicas conocidas en la materia, tales como cogreffa liquida de alto rendimiento,
cromatografia de intercambio ibénico, electroforesis gel, cromatografia de afinidad,
cromatografia de exclusion por tamafos y similates condiciones reales usadas para
purificar una proteina dependeran, en parte, derectales como la carga neta, hidrofobia,
hidrofilia, etc. y seran evidentes para los expeda la materia. Para la purificacion por
cromatografia de afinidad, puede usarse un anfioyéigando, receptor o antigeno al que se
une la molécula de union a antigeno que contignesto de ligando de la familia de TNF.
Por ejemplo, para la purificacion por cromatogralaafinidad de las proteinas de fusion de
la invencién, puede usarse una matriz con protéin@ proteina G. Pueden usarse
cromatografia de afinidad a proteina A o G secaéncicromatografia de exclusién por
tamafo para aislar una molécula de unién a antigeancialmente como se describe en los
ejemplos. Puede determinarse la pureza de la nialéguunion a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF o fragmerde la misma mediante cualquiera de una
diversidad de métodos analiticos bien conocidosluyendo electroforesis en gel,
cromatografia liquida de alta presion y similafsr ejemplo, las moléculas de unién a
antigeno que contienen trimero de ligando de TN¥temadas tal como se describe en los
ejemplos demostraron estar intactas y ensamblagi@sctamente, tal como se demostré
mediante SDS-PAGE reductora y no reductora.

Ensayos

Las moléculas de uniébn a antigeno proporcionadaslepresente documento pueden
identificarse, explorarse o caracterizarse segis @opiedades fisicas y quimicas y/o
actividades bioldgicas mediante varios ensayos a@das en la técnica. La actividad
biolégica puede incluir, por ejemplo, la capacidpdra potenciar la activacion y/o
proliferacion de diferentes células inmunitariaspexialmente células T. Por ejemplo,
potencian la secrecion de citocinas inmunomodutslgpor ejemplo, interferon gamma
(IFN-gamma) y/o el factor de necrosis tumoral alfdNF-alfa)). Otras citocinas

inmunomoduladoras que se potencian o pueden patea@on, por ejemplo, IL-12, granzima
B, etc. La actividad biologica también puede inclteactividad cruzada de union con
cinomolgo, asi como unién a diferentes tipos cebslaTambién se proporcionan moléculas

de unién a antigeno que tienen dicha actividadvo y/o in vitro.
1. Ensayos de afinidad

La afinidad de la molécula de union a antigeno aureiene trimero de ligando de la familia



10

15

20

25

30

104

de TNF proporcionada en el presente documento Ipooreespondiente receptor de TNF
puede determinarse de acuerdo con los métodos siwpuen los ejemplos, mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR), usandimumentacion estandar, tal como un
instrumento BlAcore (GE Healthcare) y receptoreprateinas diana, tales como los que
pueden obtenerse mediante expresion recombinaatafihidad de la molécula de unién a
antigeno que contiene trimero de ligandos de ldlitame TNF por PD1 también puede
determinarse mediante resonancia de plasmon stiperfSPR), usando instrumentacion
estandar, tal como un instrumento BlAcore (GE Hiealte) y receptores o proteinas diana,
tales como los que pueden obtenerse mediante @prescombinante. Una realizacion
ilustrativa especifica y ejemplar para medir laidfd de union se describe en el ejemplo 4.
De acuerdo con un aspecto, lad€ mide mediante resonancia de plasmén supettissaido
una maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

2. Ensayos de unién y otros ensayos

La unién de la molécula de union a antigeno quéiermam trimero de ligando de la familia de
TNF proporcionada en el presente documento a lagspondientes células que expresan
receptor puede evaluarse usando lineas celularesegpresan el receptor particular o
antigeno diana, por ejemplo, mediante citometridlige (FACS). En un aspecto, se usan
células mononucleares de sangre periférica (PBMf@)axpresan el receptor de TNF en el
ensayo de union. Estas células se usan directardesfriés de su aislamiento (PBMC no
expuestos previamente) o después de su activaeBNIC activados). En otro aspecto, se
usaron esplenocitos activados de raton (que exphesanolécula receptora de TNF) para
demostrar la unién de la molécula de union a antigpie contiene trimero de ligando de la

familia de TNF de la invencion a las correspondismelulas que expresan receptor de TNF.

En un aspecto adicional, se usaron lineas celutpregxpresan PD1 para demostrar la union

de las moléculas de union a antigeno a este aottgenélula diana.

En otro aspecto, pueden usarse ensayos de corapepiara identificar una molécula de
unién a antigeno que compite con un anticuerpocéfsge o molécula de unién a antigeno
por la union a la diana o receptor de TNF, respagtente. En determinadas realizaciones,
dicha molécula de union a antigeno competidorangeall mismo epitopo (por ejemplo, un
epitopo lineal o conformacional) que se une mediantanticuerpo especifico anti-diana o un
anticuerpo especifico anti-receptor de TNF. Losothé$ ejemplares detallados para mapear

un epitopo al que se une un anticuerpo se propmcien Morris (1996) "Epitope Mapping
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Protocols”, etMethods in Molecular Biologyol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
3. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para idantiholéculas de unién a antigeno que
contienen trimero de ligando de la familia de TNIE ge unen a una diana especifica y a un
receptor de TNF especifico que tienen actividadégioa. La actividad biolégica puede

incluir, por ejemplo, sefializacion agonista a tsad®l receptor de TNF en células que
expresan el antigeno de célula diana. Tambiénagg@mprionan moléculas de unién a antigeno
que contienen trimero de ligando de la familia 88Ten las que se identifica mediante los

ensayos que tienen dicha actividaditro.

En determinados aspectos, se ensaya una moléculsidea antigeno que contiene trimero
de ligando de la familia de TNF de la invencionpezto de dicha actividad biolégica. Los
ensayos para detectar la actividad biolégica dariakeculas de la invencién son aquellos
descritos en los ejemplos 5 y 6. Ademas, se conbiegnen la técnica ensayos para detectar
la lisis celular (por ejemplo, mediante la medictla liberacion de LDH), la cinética de la
apoptosis inducida (por ejemplo, mediante la médiae la actividad de caspasa 3/7) o la
apoptosis (por ejemplo, usando el ensayo TUNELEMdS, la actividad biolégica de dichos
complejos puede determinarse evaluando sus efectda supervivencia, proliferacion y
secrecion de linfocinas de diversos subconjuntdmititos, tales como células NK, células
NKT o células Tyd o evaluando su capacidad para modular el fengtifumcion las células
presentadoras de antigenos, tales como las céemasiticas, los monocitos/macrofagos o las

células B.
Composiciones farmacéuticas, Formulaciones y rutate administracion

En un aspecto adicional, la invencién proporciormnposiciones farmacéuticas que
comprenden cualquiera de las moléculas de unidnigeso que contienen trimero de ligando
de la familia de TNF proporcionadas en el presdotaimento, por ejemplo, para su uso en
cualquiera de los métodos terapéuticos siguiertesuna realizacion, una composicion
farmacéutica comprende cualquiera de las moléaddasinion a antigeno que contienen
trimero de ligando de la familia de TNF proporcidas en el presente documento y al menos
un excipiente farmacéuticamente aceptable. En a#alizacion, una composicion
farmacéutica comprende cualquiera de las moléaddasinion a antigeno que contienen

trimero de ligando de la familia de TNF proporcidas en el presente documento y al menos
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un agente terapéutico adicional, por ejemplo, cemdescribe mas adelante.

Las composiciones farmacéuticas de la presentendéive comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de una o mas moléculasida a antigeno que contienen trimero de
ligando de la familia de TNF disueltas o dispersada un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Las expresiones "farmacéuticamentemafariégicamente aceptable” se refieren a
entidades moleculares y composiciones que genantdme son tdxicas para los receptores a
las dosificaciones y concentraciones empleadade@s, no producen una reaccion adversa,
alérgica o negativa distinta cuando se administram animal, tales como, por ejemplo, un
ser humano, segun sea adecuado. La preparaciomaleamposicion farmacéutica que
contiene al menos una molécula de unién a antigeeocontiene trimero de ligando de la
familia de TNF y opcionalmente un ingrediente axtadicional sera conocida para los
expertos en la materia a la luz de la presentelgiicion, tal como se ejemplifica por
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Maokrigg Company, 1990, incorporada al
presente documento por referencia. En particuks, domposiciones son formulaciones
liofilizadas o soluciones acuosas. Tal como seemsal presente documento, un "excipiente
farmacéuticamente aceptable” incluye a cualquiera tpdos los disolventes, tampones,
medios de dispersion, recubrimientos, tensioacti@otoxidantes, conservantes (por ejemplo,
agentes antibacterias, agentes antifingicos), egersotonicos, sales, estabilizantes y

combinaciones de los mismos, como sabra un expabtitual en la materia.

Las composiciones parenterales incluyen aquelssiddas para su administracion mediante
inyeccién, por ejemplo, subcutanea, intradérmicdralesional, intravenosa, intraarterial,
intramuscular, intratecal o intraperitoneal. Pangeccion, las moléculas de unién a antigeno
que contienen trimero de ligando de la familia 8&Te la invencion pueden formularse en
soluciones acuosas, preferentemente en tampon@®disamente compatibles, tales como
solucion de Hanks, solucién de Ringer o tampdénnsafisiologico. La solucion puede
contener agentes formulatorios, tales como aged&essuspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Como alternativa, las proteinassiérfppueden estar en forma de polvo para su
constitucion con un vehiculo adecuado, por ejengajoa estéril libre de pirégenos, antes de
Su uso. Las soluciones inyectables estériles ggmpe incorporando las proteinas de fusion
de la invencién en la cantidad necesaria en elwdiste adecuado con varios de los otros
ingredientes enumerados a continuacion, segun esssario. Puede lograrse facilmente la
esterilidad, por ejemplo, mediante filtracion avés de membranas de filtracion estériles. En

general, las dispersiones se preparan incorporsdearios principios activos esterilizados
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en un vehiculo estéril que contiene el medio badealispersion y/o los otros ingredientes.
En el caso de polvos estériles para la preparad@nsoluciones inyectables estériles,
suspensiones 0 emulsiones, los métodos preferelggeaparacion son técnicas de secado al
vacio o criodesecacion que producen un polvo detipio activo mas cualquier ingrediente
adicional deseado a partir de un medio liquidoridigo por filtracion del mismo. El medio
liquido debe estar tamponado de manera adecuackssemecesario y el diluyente liquido se
hara primeramente isotonico antes de la inyeccaimsuficiente suero salino o glucosa. La
composicion debe ser estable en las condicionedaldecacion y almacenamiento y
conservarse contra la accion contaminante de nmgaosmos, tales como bacterias y
hongos. Se apreciara que la contaminacion por exidas debe mantenerse al minimo a un
nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg detefita. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyemspelimitacion: tampones, tales como
fosfato, citrato y otros acidos organicos; antiaxigts incluyendo &cido ascorbico y
metionina; conservantes (tales como cloruro dedeciimetilbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de cb&mio; fenol, alcohol butilico o
bencilico; alquil parabenos tales como metil o prgmrabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidds bajo peso molecular (de menos de
aproximadamente 10 restos); proteinas, tales cotbdm@a de suero, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales comalianilpirrolidona; aminoacidos tales
como glicina, glutamina, asparagina, histidinajrang o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosaxtridas; agentes quelantes, tales como
EDTA, azucares tales como sacarosa, manitol, wehal sorbitol; contraiones formadores de
sales tales como sodio; complejos metéalicos (pempjo, complejos Zn-proteina); y/o
tensioactivos no ionicos, tales como polietilengliPEG). Las suspensiones acuosas para
inyeccion pueden contener compuestos que aumeateisdosidad de la suspension, tales
como carboximetilcelulosa sodica, sorbitol, dextran similares. Opcionalmente, la
suspension puede contener también estabilizantesuados o agentes que aumenten la
solubilidad de los compuestos para permitir la arapion de soluciones elevadamente
concentradas. Ademas, las suspensiones de los estoplactivos pueden prepararse como
suspensiones para inyeccion oleosas adecuadadidobgentes lipofilos adecuados incluyen
aceites grasos, tales como aceite de sésamo esdiacidos grasos sintéticos, tales como

oleato de etilo o triglicéridos o liposomas.

Los principios activos pueden atraparse en micisadap preparadas, por ejemplo, mediante

técnicas de coacervacién o mediante polimerizagiterfacial, por ejemplo, microcapsulas
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de hidroximetilcelulosa o de gelatina y microcapsulde poli(metacrilato de metilo),
respectivamente, en sistemas de administraciorrdeato en forma coloidal (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsionanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan eniriR¢om’'s Pharmaceutical Sciences 18a
Ed. Mack Printing Company, 1990). Pueden preparaiesgaraciones de liberacion sostenida.
Los ejemplos adecuados de preparaciones de libarasostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofobos solidoscguéienen al polipéptido, matrices que
tienen la forma de articulos conformados, por ejempeliculas o microcapsulas. En
realizaciones particulares, puede lograrse la alisorprolongada de una composicion
inyectable mediante el uso de agentes que rettasgimsorcion en las composiciones, tales

como, por ejemplo, monoestearato de aluminio, igala combinaciones de los mismos.

Los excipientes ejemplares farmacéuticamente duegtan el presente documento incluyen
adicionalmente agentes de dispersion de farmatesiitiales, tales como glucoproteinas de
hialuronidasa neutros-activos solubles (sHASEGPYr mjemplo, glucoproteinas de
hialuronidasa PH-20 solubles humanas, tales comoPiH20 (HYLENEX®, Baxter

International, Inc.). Determinados sHASEGP y mésode uso, incluyendo rHuPH20, se
describen en las Publicaciones de Patente de ltaddss Unidos n.° 2005/0260186 y
2006/0104968. En wun aspecto, se combina un sHASEGR uno o0 mas

glucosaminosacaridos adicionales, tales como cdngrsas.

Las formulaciones de anticuerpo ilustrativas semlasn en la Patente de los Estados Unidos
n.° 6.267.958. Las formulaciones acuosas de ampioumcluyen aquellas descritas en la
Patente de los Estados Unidos n.° 6.171.586 y daceimento W02006/044908, incluyendo

estas Ultimas formulaciones un tampon de histidogtato.

Ademas de las composiciones descritas anteriormdatebién pueden formularse las
proteinas de fusidbn como una preparacion de depoBichas formulaciones de larga
duracion pueden administrarse mediante implante €@mplo, subcutdneo o intramuscular)
o mediante inyeccioén intramuscular. Por lo tanty,ggemplo, Las proteinas de fusion pueden
formularse con materiales poliméricos o hidrofolamecuados (por ejemplo, como una
emulsidén en un aceite aceptable) o resinas decartdyio idnico o en forma de derivados muy

poco solubles, por ejemplo, una sal muy poco selubl

Las composiciones farmacéuticas que comprendeprtasinas de fusién de la invencion

pueden fabricarse mediante mezclado convenciomsdludion, emulsion, encapsulacion,
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atrapamiento o procesos de liofilizacidon. Las cosipones farmacéuticas pueden formularse
de manera convencional en uno o mas vehiculosyetitas, excipientes o auxiliares

fisiologicamente aceptables que faciliten el prao@snto de las proteinas en preparaciones
que puedan usarse farmacéuticamente. La formulaatistuada depende de la via de

administracion elegida.

Las moléculas de unién a antigeno que contienareto de ligando de la familia de TNF
pueden formularse en una composicion en forma ide &ébre, neutra o en forma de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables son sales quiemea sustancialmente la actividad
biolégica del &cido o base libre. Estas incluyendales de adicién de acido, por ejemplo,
aquellas formadas con los grupos amino libres decomposicién proteica o que se forman
con acidos inorganicos, tales como, por ejempk®,addos clorhidrico o fosforico o acidos
organicos, tales como acido acético, oxalico, ti@dado mandélico. Las sales formadas con
los grupos carboxilo libres también puede derivatsebases inorganicas, tales como, por
ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,ioadcférricos; o bases organicas, tales como
isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaihas sales farmacéuticas tienen a ser mas
solubles en disolventes acuosos y otros disolventascos que las correspondientes formas

de base libre.

La composicion en el presente documento tambiédgpaentener mas de un principio activo

segun sea necesario para la indicacion particuler sp esté tratando, preferentemente
aquellos con actividades complementarias que refesgan negativamente entre si. Dichos
principios activos estan presentes de manera ad@era combinaciones en cantidades que
son eficaces para el fin previsto.

Las formulaciones que se van a usar para la admaicién in vivo son, generalmente,
estériles. Puede lograrse facilmente la esteriligad ejemplo, mediante filtracién a través de

membranas de filtracion estériles.
Métodos terapéuticos y composiciones

Puede usarse en métodos terapéuticos cualquides aroléculas de unién a antigeno que

contienen trimero de ligando de la familia de TNF.

Para su uso en métodos terapéuticos, las molédellasion a antigeno que contienen trimero
de ligando de la familia de TNF de la invencion grre formularse, dosificarse y
administrarse de un modo coherente con la buerdigadnédica. Los factores a tener en
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cuenta en este contexto incluyen el trastorno quaati que se va a tratar, el mamifero
particular que se va a tratar, el estado clinidgdeiente individual, la causa del trastorno, el
sitio de administracion del agente, el método duiaidtracion, la pauta de administracion y

otros factores conocidos para los profesionaleisasens.

En un aspecto, se proporcionan moléculas de uniéntigeno que contienen trimero de
ligando de la familia de TNF de la invencién pamauso como medicamento. En aspectos
adicionales, se proporcionan moléculas de uniamtigeno que contienen trimero de ligando
de la familia de TNF para su uso en el tratamidetana enfermedad, particularmente para su
uso en el tratamiento del cancer. En determinadpectos, se proporcionan moléculas de
union a antigeno que contienen trimero de ligareltadamilia de TNF para su uso en un
método de tratamiento. En un aspecto, la invenpr@porciona una molécula de unién a
antigeno que contiene trimero de ligando de lalfarde TNF para su uso en el tratamiento
de una enfermedad en un individuo que lo neceSitedeterminados aspectos, la invencion
proporciona una molécula de unién a antigeno qonéear® trimero de ligando de la familia
de TNF para su uso en un método para tratar adividaoo que tiene una enfermedad que
comprende administrar al individuo una cantidadgéuticamente eficaz de la proteina de
fusién. En determinados aspectos, la enfermedadejua a tratar es cancer. Los ejemplos de
canceres incluyen tumores sélidos, cancer de vajm@inoma de células renales, cancer de
cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer de g@s)atancer de pulmon, cancer de mama,
cancer de ovario, cancer uterino, cancer de cuellatero, cancer de endometrio, cancer de
eso6fago, cancer de colon, cancer colorrectal, caactal, cancer gastrico, cancer de préstata,
cancer sanguineo, cancer de piel, carcinoma dasdéacamosas, cancer 0seo y cancer rifion,
melanoma, linfoma de linfocitos B, leucemia de I&&WB, linfoma no Hodgkin y leucemia
linfoblastica aguda. Por lo tanto, se proporcioma wmolécula de unién a antigeno que
contiene trimero de ligando de la familia de TNIFapsu uso en el tratamiento del cancer. El
sujeto, paciente o "individuo" que necesita tratantt es tipicamente un mamifero, mas

especificamente un ser humano.

En otro aspecto, se proporciona una molécula denumiantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF para su uso en elimaénto enfermedades infecciosas, en
particular para el tratamiento de infecciones aBidEn un aspecto adicional, se proporciona
una molécula de unién a antigeno que contiene toihe ligando de la familia de TNF para
su uso en el tratamiento enfermedades autoinmiasfatales como, por ejemplo, la

enfermedad de Lupus.
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En un aspecto adicional, la invencién se refierasal de una molécula de unién a antigeno
que contiene trimero de ligando de la familia de=Téth la fabricacion o preparacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedath endividuo que lo necesite. En un
aspecto, el medicamento es para su uso en un me¢ottatamiento de una enfermedad que
comprende administrar a un individuo que tenganfarenedad una cantidad terapéuticamente
eficaz del medicamento. En determinadas realizasida enfermedad que se va a tratar es un
trastorno proliferativo, particularmente cancerr Rotanto, en un aspecto, la invenciéon se
refiere al uso de una molécula de union a antigpre contiene trimero de ligando de la
familia de TNF de la invencion en la fabricacionuemedicamento para el tratamiento del
cancer. Los ejemplos de canceres incluyen tumaiédos, cancer de vejiga, carcinoma de
células renales, cancer de cerebro, cancer de agbeuzello, cancer de pancreas, cancer de
pulmdn, cancer de mama, cancer de ovario, canednaof cancer de cuello de Utero, cancer
de endometrio, cancer de esofago, cancer de codmwer colorrectal, cancer rectal, cancer
gastrico, cancer de prostata, cancer sanguinecercda piel, carcinoma de células escamosas,
cancer 6seo y cancer rifidbn, melanoma, linfoma di@ditos B, leucemia de células B,
linfoma no Hodgkin y leucemia linfoblastica agu@ros trastornos proliferativos celulares
gue pueden tratarse usando una molécula de uradtigeno que contiene trimero de ligando
de la familia de TNF de la presente invencion ipehy pero sin limitacién, neoplasias
localizadas en: el abdomen, hueso, mama, sistegestiiio, higado, pancreas, peritoneo,
glandulas endocrinas (adrenales, paratiroidesanita, testiculos, ovario, timo, tiroides), 0jo,
cabeza y cuello, sistema nervioso (central y pigcd§ sistema linfatico, pelvis, piel, tejidos
blandos, bazo, region toracica y sistema urogefitahbién se incluyen afecciones o lesiones
precancerosas y metastasis cancerosas. En detéamirgalizaciones, el cancer se selecciona
entre el grupo que consiste en cancer de célutedee cancer de piel, cancer de pulmon,
cancer colorrectal, cancer de mama, cancer dercem@ncer de cabeza y cuello. Un experto
en la materia reconocera que en algunos casosléue de unidon a antigeno que contiene
trimero de ligando de la familia de TNF puede nopprcionar una cura, sino solo
proporcionar un beneficio parcial. En algunos asec también se considera
terapéuticamente beneficioso un cambio fisiolégjoe tenga cierto beneficio. Por lo tanto,
en algunos aspectos, una cantidad de moléculaidae arantigeno que contiene trimero de
ligando de la familia de TNF que proporcione un lanfisioldgico se considera como una

"cantidad eficaz" o como una "cantidad terapéuteraen eficaz".

En un aspecto adicional, la invencion se refierasal de una molécula de union a antigeno

gue contiene trimero de ligando de la familia d&=TtBl como se ha descrito en el presente
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documento en la fabricacion o preparacion de unicaetento para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, en particular para &lntianto de infecciones virales o para el

tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, jpar@o, la enfermedad de Lupus.

En un aspecto adicional, la invencion proporcionanétodo para tratar una enfermedad en
un individuo, que comprende administrar a dichdviddo una cantidad terapéuticamente
eficaz de una molécula de union a antigeno queaerentrimero de ligando de la familia de

TNF de la invencion. En un aspecto, se administia @omposicion a dicho individuo, que

comprende una proteina de fusidén de la invenciamarnforma farmacéuticamente aceptable.
En determinados aspectos, la enfermedad que sdrataaes un trastorno proliferativo. En

un aspecto particular, la enfermedad es cancerotkn aspecto, la enfermedad es una
enfermedad infecciosa o una enfermedad autoinmiait&n determinados aspectos, el
método comprende ademas administrar al individuo aamtidad terapéuticamente eficaz de
al menos un agente terapéutico adicional, por dfgrap agente anticancer si la enfermedad
que va a tratarse es cancer. Un "individuo" de r@cueon cualquiera de las realizaciones

anteriores puede ser un mamifero, preferentemaergershumano.

Para la prevencion o tratamiento de una enfermeldadiosificacion adecuada de una
molécula de unién a antigeno que contiene trimerdighndo de la familia de TNF de la
invencién (cuando se usa sola o en combinacionot@s uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales) dependera del tipo de enfermedadeua a tratar, la ruta de administracion, del
peso corporal del paciente, del tipo de moléculamdén a antigeno, de la gravedad y curso
de la enfermedad, independientemente de si laipeotde fusibn se administrar con fines
preventivos o terapéuticos, de intervenciones éertigas anteriores o0 concurrentes, el
historial clinico del paciente y la respuesta ariasteina de fusién y del criterio del médico
adjunto. El médico responsable de la administrac&m cualquier caso, determinara la
concentracion de ingrediente activo (o ingrediestets/0s) en una composicion y la dosis
adecuada para el sujeto individual. Se contempiagl eresente documento varias pautas de
dosificacion incluyendo, pero sin limitacion a adrsiraciones individuales o multiples a lo

largo de varios instantes, administracion de boiduesion pulsada.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligando de la familia de TNF se
administra de manera adecuada al paciente de unaove lo largo de una serie de
tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de etdermedad, una dosis de
aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplb,ng/kg - 10 mg/kg) de molécula de

unidn a antigeno que contiene trimero de la fardéid NF puede ser una dosis inicial posible



10

15

20

25

30

113

para su administracion al paciente, ya sea, pan@{e mediante una o mas administraciones
separadas o mediante infusion continua. Una dasifia diaria tipica estard en el intervalo
de aproximadamente (ig/g a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factomrcionados
anteriormente. Para administraciones repetidaslardo de varios dias o un periodo mayor,
dependiendo de la afeccion, el tratamiento serérgbmente sostenido hasta que suceda una
supresion deseada de los sintomas de enfermedadiddificacién ejemplar de la proteina de
fusion puede estar en el intervalo de aproximadém8r005 mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg. En otros ejemplos, una dosis también @uwenprender de aproximadamente 1
ug/kg de peso corporal, aproximadamentgg®kg de peso corporal, aproximadamente 10
ug/kg de peso corporal, aproximadamenteu§kg de peso corporal, aproximadamente 100
ug/kg de peso corporal, aproximadamente 2§0g de peso corporal, aproximadamente 350
ug/kg de peso corporal, aproximadamente p@(kg de peso corporal, aproximadamente 1
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 5 mg/kged® corporal, aproximadamente 10
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kgede corporal, aproximadamente 100
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200 mgé&kgeso corporal, aproximadamente
350 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 500kgngle peso corporal, a
aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal o noAsa@ministracion y cualquier
intervalo derivable intermedio. En ejemplos de nterivalo derivable de los numeros listados
en el presente documento, puede administrarsetenvato de aproximadamente 5 mg/kg de
peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de pmporal, de aproximadamenteuf/kg

de peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg de paporal, etc., basandose en los
nameros descritos anteriormente. Por lo tanto, gueaiministrarse una o mas dosis de
aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/k@ anty/kg (o cualquier combinacion de
las mismas) al paciente. Dichas dosis pueden asim@rse de manera intermitente, por
ejemplo, cada semana o cada tres semanas (poriejelmpal modo que el paciente recibe de
aproximadamente dos a aproximadamente veinte ejpoplo, aproximadamente seis dosis
de la proteina de fusion). Puede usarse una dusialide carga mas alta, seguida de una o
mas dosis mas bajas. Sin embargo, pueden ser attitsspautas de dosificacion. El progreso

de esta terapia se controla facilmente medianted#s y ensayos convencionales.

Las moléculas de unién a antigeno que contienerettoi de ligando de la familia de TNF de
la invencién se usaran generalmente en una cardfitaat para lograr el fin previsto. Para su
uso en el tratamiento o prevencion de una patqgldgianolécula de unidon a antigeno que
contiene trimero de ligandos de la familia de TNR® composiciones farmaceéuticas de la

misma, se administran o aplican en una cantidapéeticamente eficaz. La determinacion
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de la cantidad terapéuticamente eficaz se encudeitao de las capacidades de los expertos
en la materia, especialmente a la luz de la dividgadetallada proporcionada en el presente

documento.

Para administracion sistémica, puede estimarsialimente una dosis terapéuticamente eficaz
a partir de ensayas vitro, tales como ensayos de cultivo celular. Puedeulamse una dosis
en modelos animales para lograr un intervalo deemnacion circulante que incluya lasg|
determinada en cultivo celular. Dicha informaciaregee usarse para determinar de manera

mas precisa las dosis Utiles en seres humanos.

Las dosis iniciales también pueden estimarse & plartdatosn vivo, por ejemplo, modelos
animales, usando técnicas que se conocen bien eratleria. Un experto habitual en la
materia podra facilmente optimizar la administracéddseres humanos basandose en datos de

animales.

La cantidad de dosificacion e intervalo se ajustamédividualmente para proporcionar niveles
en plasma de las moléculas de unién a antigenoapignen trimero de ligando de la familia
de TNF que sean suficientes para mantener el etecapéutico. Las dosificaciones de
paciente habituales para su administracion mediagezcion estan en el intervalo de 0,1 a
50 mg/kg/dia, tipicamente de aproximadamente 0]5nag/kg/dia. Los niveles en plasma
terapéuticamente eficaces pueden lograrse adnaindigirmultiples dosis cada dia. Los niveles

en plasma pueden medirse, por ejemplo, por HPLC.

En los casos de administracion local o captacitetsea, la concentracion local eficaz de la
molécula de unién a antigeno que contiene trimerdadfamilia de TNF puede no estar
relacionada con la concentracion en plasma. Unrexpa la materia serd capaz de optimizar

dosis locales terapéuticamente eficaces sin expatanion innecesaria.

Una dosis terapéuticamente eficaz de las molédéamion a antigeno que contienen trimero
de ligando de la familia de TNF descritas en els@née documento proporcionaran
generalmente un beneficio terapéutico sin causecitad sustancial. La toxicidad y la

eficacia terapéutica de una proteina de fusion e@uedminarse mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivo celular o anismalperimentales. Los ensayos en cultivo
celular y estudios en animales pueden usarse gaeandnar la Dk (la dosis letal para el

50 % de una poblacion) y la RE(la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de un
poblacidn). La relacion de dosis entre efectosctixiy terapéuticos es el indice terapéutico,
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gue puede expresarse como la relaciénroDEsy,. Se prefieren las moléculas de union a
antigeno que contienen trimero de ligando de ldlifamle TNF que muestran latos indices
terapéuticos. En una realizacion, la molécula dérua antigeno que contiene trimero de la
familia de TNF de acuerdo con la presente invenoidestra un alto indice terapéutico. Los
datos obtenidos de ensayos de cultivos celularestudios en animales pueden usarse para
formular un intervalo de dosificaciones adecuadag psu uso en seres humanos. La
dosificacion se encuentra preferentemente dentrmidevalo de concentraciones circulantes
que incluyen la DB con poca o0 ninguna toxicidad. La dosificacion pugdriar dentro de
este intervalo dependiendo de una variedad derés;tpor ejemplo, la forma de dosificacion
empleada, la via de administracion utilizada, &des del sujeto y similares. La formulacion
exacta, la via de administracion y la dosificacigmeden seleccionarse por el médico
individual a la vista del estado del paciente (eéa®r ejemplo, Fingl et al., 1975, en: The
Pharmacological Basis of Therapeutics, cap. 1, paigcorporado al presente documento por
referencia en su totalidad).

El médico tratante para pacientes tratados coreipit de fusion de la invencion sabran
como y cuando terminar, interrumpir 0 ajustar lamanistracion debido a toxicidad,

disfuncion orgénica y similares. Por el contragbmédico tratante también sabra ajustar el
tratamiento a niveles mayores si la respuestacalimo fuese adecuada (excluyendo la
toxicidad). La magnitud de una dosis administradaek control del trastorno de interés

variara con la gravedad de la afeccion a tratar,laquta de administracion y similares. La
gravedad de la afeccion puede, por ejemplo, evsduan parte, por medio de métodos de
evaluacion prondsticos estandar. Ademas, la dogisizé la frecuencia de la dosis también

variaran de acuerdo con la edad, el peso corpdeatespuesta del paciente individual.
Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de union a antigeno que contienareto de ligando de la familia de TNF
pueden administrarse en combinacion con otros um@® agentes en terapia. Por ejemplo,
una proteina de fusién de la invencion puede adtnémse de manera conjunta con al menos
un agente terapéutico adicional. La expresion "mgérapéutico” abarca cualquier agente
que pueda administrarse para tratar un sintomdersne@dad en un individuo que necesite
dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico adaligquede comprender cualquier principio
activo adecuado para la indicacion particular questé tratando, preferentemente aquellos
con actividades complementarias que no se afe@gatimamente entre si. En determinadas

realizaciones, un agente terapéutico adicionatresagente anticancer.
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Dichos otros agentes estan presentes de manenaaddeen combinacion en cantidades que
son efectivas para el fin previsto. La cantidadafide dichos otros agentes depende de la
cantidad de proteina de fusion empleada, el tiptratdorno o tratamiento y otros factores
descritos anteriormente. Las moléculas de unidmtigeno que contienen trimero de ligandos
de la familia de TNF se usan generalmente en lasmas dosis y con las rutas de
administracion descritas en el presente documentaleo aproximadamente el 1 a
aproximadamente el 99% de las dosis descritas presénte documento o en cualquier dosis

o por cualquier ruta que se determine como adecem@géica o clinicamente.

Dichas terapias combinadas indicadas anteriormadrgtecan administracion combinada (en la
gue dos 0 mas agentes terapéuticos se incluyemrarsina o0 en composiciones separadas) y
administracion separada, en cuyo caso, la adnmaniétr de la molécula de union a antigeno
que contiene trimero de ligando de la familia dé=Td¢ la invencion puede suceder antes de,

simultanea y/o posterior a, la administracion dglrde terapéutico adicional y/o adyuvante.
Articulos de fabricacién

En otro aspecto de la invencion, se proporcionaatitulo de fabricacion que contiene
materiales Utiles para el tratamiento, prevencindyagnoéstico de los trastornos descritos
anteriormente. El articulo de fabricacion compremdeontenedor y una etiqueta o prospecto
sobre o asociado al envase. Los envases adecuadiogen, por ejemplo, frascos, viales,
jeringas, bolsas de solucion 1V, etc. Los envasssden estar formados a partir de una
variedad de materiales tales como vidrio o plastidenvase contiene una composicion que
esta sola o combinada con otra composicion efiema fratar, prevenir y/o diagnosticar la
afeccién y puede tener un puerto de acceso e§iérilejemplo, el contenedor puede ser una
bolsa de solucion intravenosa o un vial que tieméapon que es perforable por una aguja de
inyeccion hipodérmica). Al menos un agente actimda composicion es una molécula de

unién a antigeno que contiene trimero de liganda fEmilia de TNF de la invencion.

La etiqueta o prospecto indica que la composic&®nsa para tratar la dolencia de eleccion.
Por otra parte, el articulo de fabricacion puedeprender (a) un primer envase con una
composicion contenida en este, en el que la comipostcomprende una molécula de union a
antigeno que contiene trimero de ligando de laliardie TNF de la invencién; y (b) un

segundo envase con una composicion contenida eneestionde la composicion comprende
un agente citotéxico o de otro modo terapéuticaiadal. El articulo de fabricacion en esta

realizacion de la invencion puede comprender adiadinente un prospecto que indica que las
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composiciones pueden usarse para tratar una afiecmn@reta.

Como alternativa o ademas, el articulo de fabricapuede comprender adicionalmente un
segundo (o tercer) envase que comprende un tanapdradéuticamente aceptable, tal como
agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), suatme tamponado con fosfato, disolucion
de Ringer y disolucion de dextrosa. Puede incldénads otros materiales deseables desde un

punto de vista comercial y del usuario, incluyenttos tampones, diluyentes, filtros, agujas y

jeringuillas.
Tabla C (secuencias):
SEQ o, .
Descripcién Secuencia
ID NO:
1 4-1BBL humano (hu) (71-254) REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN

VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGV
HLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSE

2 4-1BBL hu (85-254) LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPL
RSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

3 4-1BBL hu (80-254) DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLS
WYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVA
KAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLAL
HLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRS
E

4 4-1BBL hu (52-254) PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDP
AGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSW
YSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKA
GVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHL
QPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHA
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SEQ
ID NO:

Descripcién

Secuencia

WOQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

4-1BBL humano (hu) (71-248)

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGV
HLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGL

4-1BBL hu (85-248)

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPL
RSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

4-1BBL hu (80-248)

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLS
WYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVA
KAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLAL
HLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

4-1BBL hu (52-248)

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDD,
AGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSW
YSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKA
GVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHL
QPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHA
WOQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

hu 4-1BBL dimérico (71-254) conectado

mediante el enlazador (G4S)

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGV
HLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELS
DDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPL
SWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVA
KAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLAL
HLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
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SEQ
ID NO:

Descripcién

Secuencia

SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRS
E

10

hu 4-1BBL dimérico (71-248) conectado

mediante el enlazador (G4S)

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGV
HLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPL
RSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

11

hu 4-1BBL dimérico (80-254) conectado

mediante el enlazador (G4S)

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLS
WYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVA
KAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLAL
HLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRS
EGGGGSGGGGSDPAGLLDLRQGMFAQLV
AQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLS
YKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVV
AGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALT
VDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFR
VTPEIPAGLPSPRSE

12

hu 4-1BBL dimérico (52-254) conectado

mediante el enlazador (G4S)

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDD
AGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSW
YSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKA
GVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHL
QPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHA
WQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEG
GGGSGGGGSPWAVSGARASPGSAASPRL
EGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNV
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D

SEQ o .
Descripcién Secuencia
ID NO:
LLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKED
TKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEG
SGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLP
PASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVH
LHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEI
PAGLPSPRSE
13 cadena pesada HVR-H1, PD1-0103 GFSFSSY
14 cadena pesada HVR-H2, PD1-0103 GGR
15 cadena pesada HVR-H3, PD1-0103 TGRVYFALD
16 cadena ligera HVR-L1, PD1-0103 SESVDTSDNSF
17 cadena ligera HVR-L2, PD1-0103 RSS
18 cadena ligera HVR-L3, PD1-0103 NYDVPW
19 dominio variable VH de cadena pesada,| EVILVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGESES
PD1-0103 SYTMSWVRQTPEKRLDWVATISGGGRDIY
YPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLEMSSLMS
EDTALYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTSV
TVSS
20 dominio variable VL de cadena ligera, | KIVLTQSPASLPVSLGQRATISCRASESVDT
PD1-0103 SDNSFIHWYQQRPGQSPKLLIYRSSTLESG
VPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDVATYY
CQQNYDVPWTFGGGTKLEIK
21 variante humanizada - dominio variable dEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSF$
cadena pesada VH de PD1-0103-0312, - SYTMSWVRQAPGKGLEWVATISGGGRDI
YYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR
0313, -0314 y -0315
AEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTL
VTVSS
22 variante humanizada - dominio variable | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASESVD
VH de cadena pesada de PD1-0103-031|2ISPNSFIHWYQQKPGQSPKLLIYRSSTLES
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVY
YCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
23 variante humanizada - dominio variable | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRASESVD

VH de cadena pesada de PD1-0103-031

3TSDNSFIHWYQQRPGQSPRLLIYRSSTLES

GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY,
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SEQ o :
Descripcién Secuencia
ID NO:
YCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
24 variante humanizada - dominio variable | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDT
VH de cadena pesada de PD1-0103-0314SENSFIHWYQQKPGQSPRLLIYRSSTLESG
PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQO
QNYDVPWTFGQGTKVEIK
25 variante humanizada - dominio variable | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDT
VH de cadena pesada de PD1-0103-031/5°2NSFIHWYQQKPGQSPRLLIYRSSTLESG
PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQ
QNYDVPWTFGQGTKVEIK
26 cadena pesada HVR-H1, PD1-0098 GYSITSDY
27 cadena pesada HVR-H2, PD1-0098 YSG
28 cadena pesada HVR-H3, PD1-0098 HGSAPWYFD
29 cadena ligera HVR-L1, PD1-0098 SQNIVHSDGNTY
30 cadena ligera HVR-L2, PD1-0098 KVS
31 cadena ligera HVR-L3, PD1-0098 GSHFPL
32 dominio variable VH de cadena pesada,| DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVIGYSIT
PD1-0098 SDYAWNWIRQFPGDKLEWLGYITYSGFTN
YNPSLKSRISISRDTSKNQFFLQLNSVATED
TATYYCARWHGSAPWYFDYWGRGTTLT
VSS
33 dominio variable VL de cadena ligera, | DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQNIV
PD1-0098 HSDGNTYLEWYLQKPGQSPNLLIYKVSRR
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLG
VYYCFQGSHFPLTFGAGTKLELK
34 cadena pesada HVR-H1, PD1-0050 GYSITSDY
35 cadena pesada HVR-H2, PD1-0050 YTG
36 cadena pesada HVR-H3, PD1-0050 MDYYGSTLD
37 cadena ligera HVR-L1, PD1-0050 SESVDRYGNSF
38 cadena ligera HVR-L2, PD1-0050 RAS
39 cadena ligera HVR-L3, PD1-0050 NNEDPY
40 dominio variable VH de cadena pesada,| DVOLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVGYSIT

SDYAWNWIRQFPGNKLEWMGYITYTGRT
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SEQ . :
Descripcién Secuencia
ID NO:
PD1-0050 SYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTTE
DTATYYCAREMDYYGSTLD YWGQGTTL
TVSS
41 dominio variable VL de cadena ligera, | KIVLTQSPASLAVSLRQRATISCRASESVD
PD1-0050 RYGNSFIHWYQQKPGQPPKVLIYRASNLE
SGFPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDAAT
YYCQQNNEDPYTFGSGTKLEIK
42 cadena pesada HVR-H1, PD1-0069 GYTFTDY
43 cadena pesada HVR-H2, PD1-0069 YSG
44 cadena pesada HVR-H3, PD1-0069 GITTGFA
45 cadena ligera HVR-L1, PD1-0069 SKGVSTSSYSF
46 cadena ligera HVR-L2, PD1-0069 YAS
47 cadena ligera HVR-L3, PD1-0069 SREFPW
48 dominio variable VH de cadena pesada,| QVOLQQSGPELVRPGVSVKISCKGEYTE
PD1-0069 TDY AMHWVKQSHARTLEWIGVISTYSGD
TNYNQKFKDKATMTVDKSSSTAYLELAR
MTSEDSAIYYCARLGITTGFA YWGQGTL
VTVSA
49 dominio variable VL de cadena ligera, | DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKGVS
PD1-0069 TSSYSAMHWYQQKPRQPPKLLIKYASYLE
SGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAAT
YYCHHSREFPWTFGGGTKLEIK
50 cadena pesada HVR-H1, PD1-0073 GFTFSNY
51 cadena pesada HVR-H2, PD1-0073 GGR
52 cadena pesada HVR-H3, PD1-0073 YYGID
53 cadena ligera HVR-L1, PD1-0073 SQDVTTA
54 cadena ligera HVR-L2, PD1-0073 WAS
55 cadena ligera HVR-L3, PD1-0073 HYSIPW
56 dominio variable VH de cadena pesada,| EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASSETE

PD1-0073

SNYGMSWIRQTPEKGLEWVATISGSGRD

TYYPDSVKGRFTISRDNVKNNLYLQMSSL
RSEDTAFYYCASYYYGID YWGQGTSVTV
SS
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SEQ . :
D NO: Descripcion Secuencia
57 | dominio variable VL de cadena ligera, | DIVMTQPHKFMSTSVGDRVRITCKASQDV
PD1-0073 TTAVAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRHTG
VPDRFTGSGSGTEFTLTISSVQAEDLALYY
CQQHYSIPWTFGGGTKLEIK
58 cadena pesada HVR-H1, PD1-0078 GYTFTST
59 cadena pesada HVR-H2, PD1-0078 SDS
60 cadena pesada HVR-H3, PD1-0078 PFD
61 cadena ligera HVR-L1, PD1-0078 SQDVSTA
62 cadena ligera HVR-L2, PD1-0078 SAS
63 cadena ligera HVR-L3, PD1-0078 HYSHPF
64 dominio variable VH de cadena pesada,| QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASSYT
PD1-0078 FTSTWMHWVKQRPGQGLEWIGAIDPSDS
YTTYNQKFKGKATLTVDTSSTTAYMQLSS
LTSEDSAVYYCTRPFDYWGQGTTLTVSS
65 dominio variable VL de cadena ligera, | DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDV
PD1-0078 STAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASYRYTGV
PDRFTGSGSGTDFTFAISSVQAEDLAVYYC
QQHYSHPFTFGSGTKLEIK
66 cadena pesada HVR-H1, PD1-0102 GYSITSGY
67 cadena pesada HVR-H2, PD1-0102 SSG
68 cadena pesada HVR-H3, PD1-0102 RNWYFD
69 cadena ligera HVR-L1, PD1-0102 SQSLLNSGTQKNY
70 cadena ligera HVR-L2, PD1-0102 WAS
71 cadena ligera HVR-L3, PD1-0102 DYTFPL
72 dominio variable VH de cadena pesada,| DVOLQESGPDLVKPSQSLSLTCTVGYSIT
PD1-0102 SGYSWHWIRQFPGNKLEWMGFIHSSADT
NYNPSLKSRISFTRDTSKNQFFLQLSSLTDE
DTATYYCATY RNWYFDVWGAGTTVTVS
S
73 dominio variable VL de cadena ligera, | DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCKSQSL

PD1-0102

LNSGTOKNY LTWYQQKPGQPPKLLIYWA
STRESGVPNRFTGSGSGTDFTLTISSVQAE
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SEQ -
D NO: Descripcién Secuencia
DLSVYYCQSDYTFPL TFGGGTKLELK

74 Ligando dimérico 4-1BB (71-254) — CL* | véase la Tabla 8
cadena Fc pomo

75 Ligando 4-1BB monomérico (71-254)- | véase la Tabla 8
CH1*

76 Ligando 4-1BB dimérico (71-254) - CL | véase la Tabla 9
cadena Fc pomo

77 Ligando 4-1BB monomérico (71-254)-CH$éase la Tabla 9

78 Ligando dimérico 4-1BB (71-248) — CL* | véase la Tabla 11
cadena Fc pomo

79 Ligando 4-1BB monomérico (71-248)- | véase la Tabla 11
CH1*

80 Ligando dimérico 4-1BB (71-248) — CL | véase la Tabla 12
cadena Fc pomo

81 Ligando 4-1BB monomérico (71-248)-CHYéase la Tabla 12

82 cadena Fc agujero anti-PD1(314) véase la Tabla 8

83 cadena ligera de anti- PD1(314) véase la Tabla 8

84 ligando 4-1BB dimérico (71-254) de Fc | vease la Tabla 10
agujero de anti-PD1(314)

85 ligando 4-1BB monomérico (71-254) de Peease la Tabla 10
pomo de anti-PD1(314)

86 ligando 4-1BB dimérico (71-248) de Fc | vease la Tabla 13
agujero de anti-PD1(314)

87 ligando 4-1BB monomérico (71-248) de Feease la Tabla 13
pomo de anti-PD1(314)

88 ligando 4-1BB dimérico (71-248) de Fc | vease la Tabla 14
agujero

89 ligando 4-1BB monomérico (71-248) de Peease la Tabla 15
agujero

90 ligando 4-1BB dimérico (71-248) de Fc | vease la Tabla 15

pomo de anti-PD1(314)
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SEQ o :
D NO: Descripcion Secuencia
91 cadena Fc agujero fusionada a cadena de€ase la Tabla 16
ligando 4-1BB monomérico (71-248)
92 cadena de ligando 4-1BB monomeérico (7Yease la Tabla 17
248) de Fc agujero de anti-PD1(314)
93 ligando 4-1BB dimérico (71-248) de Fc | vease la Tabla 17
pomo
94 PD1 humano n.° de UniProt Q15116
95 Linfotoxinaa humana n.° de UniProt P01374
96 TNF humano n.° de UniProt P01375
97 | Linfotoxina humana n.° de UniProt Q06643
98 OX40L humano n.° de UniProt P23510
99 CD40L humano n.° de UniProt P29965
100 | FasL humano n.° de UniProt P48023
101 | CD27L humano n.° de UniProt P32970
102 | CD30L humano n.° de UniProt P32971
103 | 4-1BBL humano n.° de UniProt P41273
104 | TRAIL humano n.° de UniProt P50591
105 | RANKL humano n.° de UniProt 014788
106 | TWEAK humano n.° de UniProt 043508
107 | APRIL humano n.° de UniProt 075888
108 BAFF humano n.° de UniProt Q9Y275
109 | LIGHT humano n.° de UniProt 043557
110 | TL1A humano n.° de UniProt 095150
111 GITRL humano n.° de UniProt Q9UNG2
112 | ectodisplasina A humana n.° de UniProt Q92838
113 | 4-1BBL humano (50-254) ACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPE

LSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVL
LIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALA
LTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS

AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGA
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SEQ — :
D NO: Descripcion Secuencia
TVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
114 OX40L humano (51-183) QVSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILT
SQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLK
GYFSQEVNISLHYQKDEEPLFQLKKVR
SVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTS
LDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL
115 OX40L humano (52-183) VSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILTS
QKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLK
GYFSQEVNISLHYQKDEEPLFQLKKVR
SVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTS
LDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL
116 Enlazador peptidico G4S GGGGS
117 Enlazador peptidico (G4S) GGGGSGGGGS
118 Enlazador peptidico (SG4) SGGGGSGGGG
119 Enlazador peptidico (S) GGGGSGGGGSGGGGS
120 Enlazador peptidico G4(SG4) GGGGSGGGGSGGGG
121 Enlazador peptidico (S), GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
122 Enlazador peptidico GSPGSSSSGS
123 Enlazador peptidico GSGSGSGS
124 Enlazador peptidico GSGSGNGS
125 Enlazador peptidico GGSGSGSG
126 Enlazador peptidico GGSGSG
127 Enlazador peptidico GGSG
128 Enlazador peptidico GGSGNGSG
129 Enlazador peptidico GGNGSGSG
130 Enlazador peptidico GGNGSG
131 | secuencia de nucleétidos de 4-1BBL hu | véase la Tabla 8
dimérico (71-254)-CL* Fc de cadena de
pomo
132 | secuencia de nucleétidos de 4-1BBL hu | véase la Tabla 8
monomerico (71-254)-CH1*
133 | secuencia de nucleétidos de cadena Fc | véase la Tabla 8
agujero de anti-PD1(0314)
134 | secuencia de nucleétidos de cadena ligeraéase la Tabla 8
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SEQ - |
D NO: Descripcion Secuencia

de anti-PD1(0314)

135 | secuencia de nucleétidos de 4-1BBL hu | véase la Tabla 9
dimérico (71-254)-CL Fc de cadena de
pomo

136 | secuencia de nucledtidos de 4-1BBL hu | véase la Tabla 9
monomérico (71-254)-CH1

137 | secuencia de nucledttidos de cadena de Feéase la Tabla 10
agujero de anti-PD1(0314) fusionada a hu
4-1BBL dimérico (71-254)

138 | secuencia de nucleétidos de cadena de Feéase la Tabla 10
pomo de anti-PD1(0314) fusionada a hu |4-
1BBL monomeérico (71-254)

139 | secuencia de nucle6tidos de 4-1BBL hu| véase la Tabla 11
dimérico (71-248)-CL* Fc de cadena de
pomo

140 | secuencia de nucledtidos de 4-1BBL hu| véase la Tabla 11
monomérico (71-248)-CH1*

141 | secuencia de nucledtidos de 4-1BBL hu| véase la Tabla 12
dimérico (71-248)-CL Fc de cadena de
pomo

142 | secuencia de nucleétidos de 4-1BBL hu | véase la Tabla 12
monomerico (71-248)-CH1

143 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 13
agujero de anti-PD1(0314) fusionada a hu
4-1BBL dimérico (71-248)

144 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 13
pomo de anti-PD1(0314) fusionada a hu |4-
1BBL monomérico (71-248)

145 | secuencia de nucledtidos de cadena Fc | véase la Tabla 14
agujero de ligando dimérico (71-248)

146 | secuencia de nucleétidos de cadena Fc | véase la Tabla 15

agujero de ligando monomeérico (71-248
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SEQ - |
D NO: Descripcion Secuencia

147 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 15
pomo de anti-PD1(0314) fusionada a hu 4-
1BBL dimérico (71-248)

148 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 16
pomo fusionada a hu 4-1BBL monomeérigo
(71-248)

149 | secuencia de nucleétidos de cadena Fc | véase la Tabla 17
agujero de ligando monomeérico (71-248
de anti-PD1(0314)

150 | secuencia de nucleétidos de cadena de Feéase la Tabla 17
pomo fusionada a hu 4-1BBL dimérico
(71-248)

151 | secuencia de nucleétidos de cadena de Feéase la Tabla 18
agujero de DP47

152 | secuencia de nucleétidos de cadena ligeraéase la Tabla 18
de DP47

153 | cadena Fc agujero de DP47 véase la Tabla 18

154 | cadena ligera de DP47 véase la Tabla 18

155 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 19
agujero de DP47 fusionada a hu 4-1BBL
dimérico (71-254)

156 | secuencia de nucledtidos de cadena de Feéase la Tabla 19
pomo de DP47 fusionada a hu 4-1BBL
monomeérico (71-254)

157 | cadena de Fc agujero de DP47 fusionadaw&ase la Tabla 19
hu 4-1BBL dimérico (71-254)

158 | cadena de Fc pomo de DP47 fusionada avéase la Tabla 19
hu 4-1BBL monomérico (71-254)

159 | secuencia de nucleétidos de cadena pesadsse la Tabla 21
de DP47 (hu IgG1 PGLALA)

160 | cadena pesada de DP47 (hu IgG1 véase la Tabla 21

PGLALA)
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SEQ N |
D NO: Descripcion Secuencia
161 | secuencia de nucleétidos de cadena pesadsse la Tabla 22
de PD1(0314) (hulgG1 PGLALA)
162 | cadena pesada de PD1(0314) (hulgG1 | véase la Tabla 22
PGLALA)
163 | ECD de 4-1BB humano, aa 24-186 de
Q07011
164 | Secuencia de nucleétidos de cadena de | véase la Tabla 24
agujero de Fc
165 | Secuencia de nucledtidos de cadena de [F¢tase la Tabla 24
pomo de antigeno 4-1BB humano
166 | cadena de agujero de Fc véase la Tabla 24
167 | cadena Fc pomo de antigeno 4-1BB véase la Tabla 24
humano
168 | etiqueta avi GLNDIFEAQKIEWHE
169 | secuencia de nucledtidos de 4-1BB His | véase la Tabla 25
humano
170 | 4-1BB His humano véase la Tabla 25
171 | cadena ligera de anti-PD1 (0312) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASE

SVDTSDNSFIHWYQQKPGQSPKLLIYR
SSTLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
QAEDVAVYYCQQNYDVPWTFGQGTK
VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

La informacion general referente a las secuencasiutleodtidos de las cadenas ligera y

pesada de inmunoglobulinas humanas se proporciongabat, E.A., et al., Sequences of

Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Publealth Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991). Los aminoacidos de las caddeamticuerpo se numeran y citan de

acuerdo con el sistema de numeracion EU de acusmdoKabat (Kabat, E.A., et al.,
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Sequences of Proteins of Immunological Interested? Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)) tal casedha definido anteriormente.

Los siguientes parrafos numerados son aspect@sinesncion:

1. Una molécula de union a antigeno que contiene toime ligando de la familia de

TNF que comprende
(a) al menos un resto capaz de unirse especificamed g

(b) un primer y un segundo polipéptido que estan uniltse si mediante un
enlace disulfuro,
en donde la molécula se caracteriza por que eleprpulipéptido comprende
dos ectodominios de un miembro de la familia dardps de TNF o un
fragmento del mismo que estad conectados entre diante un enlazador
peptidico y por que el segundo polipéptido compeenthicamente un
ectodominio de dicho miembro de la familia de ldas de TNF o un

fragmento del mismo.

2. La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de

TNF del parrafo 1, que ademas comprende

(c) un dominio Fc compuesto de una primera y @ganisda subunidad capaces de

asociarse de manera estable.

3. La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de

TNF de los parrafos 1 0 2, que comprende

(@) al menos un resto capaz de unirse especifidteradPD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estamasmentre si mediante un
enlace disulfuro,

en donde la molécula de unién a antigeno se cawctor que

a. el primer polipéptido contiene un dominio CH1 o @Lel segundo

polipéptido contiene un dominio CL o CH1, respemtiente, en donde el
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segundo polipéptido estd unido al primer polipéptidediante un enlace
disulfuro entre el dominio CH1 y CL y en donde elmer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o fragmentos del mismo que estan conectados @ngralslominio CH1 o CL
mediante un enlazador peptidico y en donde el skgpalipéptido comprende
un ectodominio de dicho miembro de la familia dgatidos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un eddazeeptidico al dominio
CL o CHL1 de dicho polipéptido, o

b. el primer polipéptido contiene un dominio CH3 y ségundo

polipéptido contiene un dominio CH3, respectivaraenten donde el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un miende la familia de

ligandos de TNF o fragmentos del mismo que est@eatados entre si y al
extremo C-terminal del dominio CH3 mediante un eatlr peptidico y en
donde el segundo polipéptido comprende Unicamentctodominio de dicho
miembro de la familia de ligandos de TNF o un fragio del mismo

conectado a través de un enlazador peptidico akragt C-terminal del

dominio CH3 de dicho polipéptido o

C. el primer polipéptido contiene un dominio VH-CL d.\CH1 vy el

segundo polipéptido contiene un dominio VL-CH1 0-ZH, respectivamente,
en donde el segundo polipéptido esta unido al prpoépéptido mediante un
enlace disulfuro entre el dominio CH1 y CL y en derel primer polipéptido
comprende dos ectodominios de un miembro de lditade ligandos de TNF
o fragmentos del mismo que estan conectados enyra ¥H o VL mediante
un enlazador peptidico y en donde el segundo palg® comprende un
ectodominio de dicho miembro de la familia de lidas de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un eddazeeptidico al VH o VL

de dicho polipéptido.

La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a Jjamde el miembro de la
familia de ligandos de TNF coestimula la activadi@células T humanas.
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La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 4jamde el miembro de la
familia de ligandos de TNF se selecciona entre B{1i3 OX40L.

La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a Sjamde el miembro de la
familia de ligando de TNF es 4-1BBL.

La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 6a gue el ectodominio de un
miembro de la familia de ligandos de TNF comprendesecuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que ceresisSEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,81 NO: 6, SEQ ID
NO: 7 y SEQ ID NO: 8, en particular, la secuena@aathinoacidos de SEQ ID
NO: 10 SEQ ID NO: 5.

La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a doewle el ectodominio de un
miembro de la familia de ligandos de TNF comprenddesecuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5.

La molécula de union a antigeno que contiene tdrderligandos de la familia

de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 8cqugrende

(a) al menos un resto capaz de unirse especifitaradPD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estéddamentre si mediante un

enlace disulfuro,

en donde la molécula de union a antigeno se cawactpor que el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidieecdonada entre el grupo
que consiste en SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQN{ 12 y SEQ ID NO:
10 y por que el segundo polipéptido comprende taesgcia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQADL, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4y SEQ ID NO: 5.
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La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de

TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 9, quempoende

(@ al menos un resto capaz de unirse especifiteamem PD1 vy

(b) un primer polipéptido que contiene un dominiéilCo CL y un segundo
polipéptido que contiene un dominio CL o CH1, respamente, en donde el
segundo polipéptido esta unido al primer polipéptidediante un enlace disulfuro
entre el dominio CH1 y CL,
y en donde la molécula de union a antigeno se tearz por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de un mierdlerla familia de ligandos de
TNF o fragmentos del mismo que estan conectadws shly al dominio CH1 o CL
mediante un enlazador peptidico y por que el segumadlipéptido comprende
Gnicamente un ectodominio de dicho miembro denailia de ligandos de TNF o un
fragmento del mismo conectado a través de un eddazzeptidico al dominio CL o
CH1 de dicho polipéptido.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 10, emdelel resto capaz de unirse
especificamente a PD1 se selecciona entre el gjupaonsiste en un fragmento de
anticuerpo, una molécula Fab, una molécula Fabesalmada, una molécula Fab
monocatenaria, una molécula Fv, una molécula scifv,anticuerpo de un solo

dominio, una VH y una proteina de union a antigésmarmazon.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 11, enlelda molécula comprende un

resto capaz de unirse especificamente a PD1.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 12, emdelel resto capaz de unirse

especificamente a PD1 es una molécula Fab capazrde especificamente a PD1.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 13, emdelel resto capaz de unirse

especificamente a PD1 comprende
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(@) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y (ii) HVR-H3 que gmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID MO(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID INOy (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDLBO:

(b) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemule la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27 y (iii) HVR-H3 que gqmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 28 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 280(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 300y (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ICBNO:

(c) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 34, (i) HVR-H2 que coeme la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y (iii) HVR-H3 que gqmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 3O(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 380y (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ICBBIO:

(d) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemge la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 42, (i) HVR-H2 que coeme la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 43 y (iii) HVR-H3 que gmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 44 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 480(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 46Oy (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDIKO:

(e) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemgle la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 50, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 51 y (iii) HVR-H3 que gqmende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 52 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID $80(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 54Oy (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IC6BE0:

() un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que caeme la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 58, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59 y (iii) HVR-H3 que gmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 60 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID ®&O(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 620y (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID6BO:

(g) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemule la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 66, (i) HVR-H2 que coemte la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67 y (iii) HVR-H3 que gqmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 680(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID MOy (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID7MO:

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 14, erdelel resto capaz de unirse

especificamente a PD1 comprende

(a) un dominio VH que comprende una secuencia decatidos de SEQ ID NO: 19

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 20,

(b) un dominio VH que comprende una secuencia deauidos de SEQ ID NO: 21

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 22,

(c) un dominio VH que comprende una secuencia daduidos de SEQ ID NO: 21
y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 23,

(d) un dominio VH que comprende una secuencia deauidos de SEQ ID NO: 21
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y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 24,

(e) un dominio VH que comprende una secuencia decatidos de SEQ ID NO: 21

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 25,

() un dominio VH que comprende una secuencia de@oidos de SEQ ID NO: 32

y un dominio VL que comprende una secuencia de@mwidos de SEQ ID NO: 33,

(g) un dominio VH que comprende una secuencia daaidos de SEQ ID NO: 40

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 41,

(h) un dominio VH que comprende una secuencia deauidos de SEQ ID NO: 48

y un dominio VL que comprende una secuencia de@mwidos de SEQ ID NO: 49,

(i) un dominio VH que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 56 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 57,

(k) un dominio VH que comprende una secuencia deaanidos de SEQ ID NO: 64

y un dominio VL que comprende una secuencia de@widos de SEQ ID NO: 65 o

() un dominio VH que comprende una secuencia de@midos de SEQ ID NO: 72 y

un dominio VL que comprende una secuencia de amitogide SEQ ID NO: 73.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 14, erdel@l resto capaz de unirse
especificamente a PD1 comprende

(@) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que coemgle la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, (i) HVR-H2 que coeme la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y (ii) HVR-H3 que gmende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y un dominio VL quenpeende (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID MQ:(v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID INOy (vi) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ IDLBO:

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
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TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 16, erdel@l resto capaz de unirse
especificamente a PD1 comprende

(&) un dominio VH que comprende una secuencia deaatidos de SEQ ID NO: 19

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 20,

(b) un dominio VH que comprende una secuencia daaunidos de SEQ ID NO: 21
y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 22,

(c) un dominio VH que comprende una secuencia deauidos de SEQ ID NO: 21

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 23,

(d) un dominio VH que comprende una secuencia daaunidos de SEQ ID NO: 21
y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 24 o

(e) un dominio VH que comprende una secuencia deaatidos de SEQ ID NO: 21

y un dominio VL que comprende una secuencia de@uidos de SEQ ID NO: 25.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 2 a 17, ede@| dominio Fc es una IgG,

particularmente un dominio Fc de IgG1 o un domkuade 1gG4.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los péarrafos 2 a 18, exlel@l dominio Fc es un dominio
Fc de IgG1 que comprende sustituciones de amino@@d las posiciones 234 y 235

(numeracion EU) y/o 329 (numeracion EU).

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 19, emdelda primera subunidad del
dominio Fc comprende las sustituciones de amino&cié354C y T366W

(numeracion de acuerdo con el indice EU de Kaba@ gegunda subunidad del
dominio Fc comprende las sustituciones de aminoacki349C, T366S, L368A y

Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU deata

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, emelda molécula de union a
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antigeno comprende

una primera cadena pesada y una primera cadema, ligemprendiendo ambas una
molécula Fab capaz de unirse especificamente a PD1,
un primer péptido que comprende dos ectodominiosndmiembro de la familia de
ligandos de TNF o fragmentos de los mismos conestadtre si mediante un primer
enlazador peptidico fusionado en su extremo C-t&immediante un segundo
enlazador peptidico a una segunda cadena pesada igera, |

y un segundo péptido que comprende un ectodomaidiacho miembro de la familia

de ligandos de TNF fusionado en su extremo C-teahmrediante un tercer enlazador

peptidico a una segunda cadena ligera o pesagactemmente.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, emdelcel primer péptido que
comprende dos ectodominios de un miembro de lalitaé ligandos de TNF o
fragmentos del mismo conectados entre si medianpeimer enlazador peptidico esta
fusionado en su extremo C-terminal mediante unrsgenlazador peptidico a un
dominio CH1 que forma parte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodommidicho miembro de la familia

de ligandos de TNF o un fragmento del mismo estiofiado en su extremo C-
terminal mediante un tercer enlazador peptidica daminio CL que forma parte de

una cadena ligera.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, emde&cel primer péptido que
comprende dos ectodominios de un miembro de lalitamieé ligandos de TNF o
fragmentos del mismo conectados entre si medianpeimner enlazador peptidico esta
fusionado en su extremo C-terminal mediante unrsigenlazador peptidico a un
dominio CL que forma parte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodommidicho miembro de la familia
de ligandos de TNF o un fragmento del mismo estiofiado en su extremo C-
terminal mediante un tercer enlazador peptidica daminio CH1 que forma parte de

una cadena ligera.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
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TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, emde&cel primer péptido que

comprende dos ectodominios de un miembro de lalitaé ligandos de TNF o

fragmentos del mismo conectados entre si medianpeimer enlazador peptidico esta
fusionado en su extremo C-terminal mediante unrsgenlazador peptidico a un
dominio VH que forma parte de una cadena pesada,
y el segundo péptido que comprende un ectodommidicho miembro de la familia
de ligandos de TNF o un fragmento del mismo estiofiado en su extremo C-
terminal mediante un tercer enlazador peptidico daminio VL que forma parte de

una cadena ligera.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de los parrafos 21 a 23, en donde en el donthi@dyacente al miembro de la
familia de ligandos de TNF el aminoacido en la @osi 123 (numeracion EU) se ha
reemplazado por arginina (R) y el aminoacido gpoisicion 124 (numeracién EU) se
ha sustituido por lisina (K) y en donde en el dami@H1 adyacente al miembro de la
familia de ligandos de TNF, los aminoacidos endsiggion 147 (numeracion EU) y en

la posicion 213 (numeracion EU) se han sustitumicgeido glutamico (E).

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, emelda molécula de union a

antigeno comprende

(a) una primera cadena pesada y una primera céiders comprendiendo ambas una

molécula Fab capaz de unirse especificamente a PD1,

(b) una segunda cadena pesada que comprende umanaacde aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQAD9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 y SEQ ID NO:10 y
una segunda cadena ligera que comprende una secderaminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQI@ 3, SEQ ID NO: 4y SEQ
ID NO: 5.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20 ee26jonde la molécula de unién a

antigeno comprende
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() una primera cadena pesada que comprende elndorXiH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y unmepa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secueteiaminoacidos de SEQ ID
NO: 20 o]
una primera cadena pesada que comprende el dondidiogue comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y unmepa cadena ligera que
comprende el dominio VL que comprende la secuetheiaminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 22, SEQIO: 23, SEQ ID NO: 24 y
SEQ ID NO: 25,

(i) una segunda cadena pesada que comprende lEnege de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQAOD74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID
NO: 78 y SEQ ID NO:80 y

(i) una segunda cadena ligera que comprende taeseia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SBQAD’S5, SEQ ID NO: 77, SEQ ID
NO: 79 y SEQ ID NO: 81.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 21, emeda molécula de union a

antigeno comprende

(a) una primera cadena pesada que comprende keneéde aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada que auepila secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 74 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75,

(b) una primera cadena pesada que comprende larsgglde aminoacidos de SEQ
ID NO: 82, una primera cadena ligera que compréadgecuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77,
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(c) una primera cadena pesada que comprende lers@gule aminoacidos de SEQ ID
NO: 82, una primera cadena ligera que comprendedaencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada que awhepila secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79, o

(d) una primera cadena pesada que comprende larsgglde aminoacidos de SEQ
ID NO: 82, una primera cadena ligera que compréadgecuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 83, una segunda cadena pesada qupreode la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y una segunda cadgeealque comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81.

La molécula de unidén a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de

TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 20, qugcende

(a) al menos un dominio Fab capaz de unirse esauniénte a PD1 y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estddamentre si mediante un enlace
disulfuro,

en donde la molécula de unién a antigeno se cawactor que el primer polipéptido
contiene un dominio CH3 y el segundo polipéptidateme un dominio CH3,
respectivamente, y en donde el primer polipéptmoprende dos ectodominios de un
miembro de la familia de ligandos de TNF o fragroentlel mismo que estan
conectados entre si y al extremo C-terminal delidenCH3 mediante un enlazador
peptidico y en donde el segundo polipéptido congeemn ectodominio de dicho
miembro de la familia de ligandos de TNF o un fragto del mismo conectado a
través de un enlazador peptidico al extremo C-tealhdel dominio CH3 de dicho

polipéptido.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF
del péarrafo 29, que comprende dos dominios Fabceapde unirse especificamente a
PD1.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF

del parrafo 29, en la que la molécula de union digano comprende
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(a) una primera cadena pesada que comprende lkeneégde aminoacidos de SEQ ID
NO: 84, una segunda cadena pesada que compresdeu@ncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 85 y dos cadenas ligeras que compretedseacuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 83 0

(b) una primera cadena pesada que comprende larsgglde aminoacidos de SEQ
ID NO: 86, una segunda cadena pesada que compl@esgéeuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 87 y dos cadenas ligeras que comprerld secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 83.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF
del parrafo 29, que comprende un dominio Fab cdpamirse especificamente a PD1.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF
de los parrafos 29 o 32, en donde la molécula dénua antigeno comprende
(i) un polipéptido de fusién que comprende una prarsubunidad de un dominio Fc y
dos ectodominios de un miembro de la familia dandps de TNF o fragmentos del
mismo que estan conectados entre si y al extrenern@nal del dominio CH3
mediante un enlazador peptidico, (i) una cadersagee que comprende el dominio
VH del dominio Fab capaz de unirse especificamar®®1, una segunda subunidad
del dominio Fc y un ectodominio de dicho miembrdaléamilia de ligandos de TNF
o un fragmento del mismo conectado mediante urzadta peptidico al extremo C-
terminal del dominio CH3 vy (iii) una cadena ligenae comprende el dominio VL del
dominio Fab capaz de unirse especificamente a PDb,

() un polipéptido de fusién que comprende una prarsubunidad de un dominio Fc y
un ectodominio de un miembro de la familia de ld@sde TNF o un fragmento del
mismo que esta conectado al extremo C-terminalddehinio CH3 mediante un
enlazador peptidico, (i) una cadena pesada quepremde el dominio VH del
dominio Fab capaz de unirse especificamente a BBd,segunda subunidad del
dominio Fc y dos ectodominios de dicho miembroadtamilia de ligandos de TNF o
fragmentos del mismo que estan conectados entyeasiextremo C-terminal del
dominio CH3 mediante un enlazador peptidico, y) (Uiha cadena ligera que

comprende el dominio VL del dominio Fab capaz desarespecificamente a PD1.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdrderligando de la familia de TNF
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del parrafo 31, en donde la molécula de union aigemb comprende

(a) un polipéptido de fusion que comprende la setaede aminoacidos de SEQ ID
NO: 88, una cadena pesada que comprende la segwnaminoacidos de SEQ ID
NO: 87 y una cadena ligera que comprende la sersudecaminoacidos de SEQ ID
NO: 83,

(b) un polipéptido de fusién que comprende la seciaede aminoacidos de SEQ ID
NO: 89, una cadena pesada que comprende la segwnaminoacidos de SEQ ID
NO: 90 y una cadena ligera que comprende la sersudecaminoacidos de SEQ ID
NO: 83,

(c) un polipéptido de fusion que comprende la secaede aminoacidos de SEQ ID
NO: 91, una cadena pesada que comprende la segwnaminoacidos de SEQ ID
NO: 86 y una cadena ligera que comprende la sersudecaminoacidos de SEQ ID
NO: 83,

(b) un polipéptido de fusién que comprende la seciaede aminoacidos de SEQ ID
NO: 93, una cadena pesada que comprende la segwnaminoacidos de SEQ ID
NO: 92 y una cadena ligera que comprende la sersudecaminoacidos de SEQ ID
NO: 83,

Un polinucleétido aislado que codifica la molécd&union a antigeno que contiene

trimero de ligando de la familia de TNF de una guira de los parrafos 1 a 34.

Un vector, particularmente un vector de expresgug comprende el polinucledtido

aislado del parrafo 35.

Una célula hospedadora que comprende al polinudtedislado del parrafo 35 o el

vector del parrafo 36.

Un método para producir la molécula de union aganth que contiene trimero de
ligandos de la familia de TNF de uno cualquierdodegparrafos 1 a 34, que comprende

las etapas de

(i) cultivar la célula hospedadora del parrafo 377 cendiciones adecuadas para la
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expresion de la molécula de union a antigeno

(i) recuperar la molécula de unién a antigeno.

Una composicion farmacéutica que comprende la mtaéde unién a antigeno que
contiene trimero de ligandos de la familia de TFuda cualquiera de los parrafos 1

a 34 y al menos un excipiente farmacéuticamentetaicke.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de uno cualquiera de los puntos 1 a 34 o lgposimion farmacéutica del parrafo

39, para su uso como medicamento.

La molécula de unién a antigeno que contiene tdnder ligandos de la familia de
TNF de una cualquiera de las reivindicaciones % @ 8 composicién farmaceéutica

del parrafo 39, para su uso en el tratamiento @weter.

Uso de la molécula de union a antigeno que contrémero de ligandos de la familia
de TNF de uno cualquiera de los parrafos 1 a 34 parfabricacion de un

medicamento para el tratamiento del cancer.

Un método para tratar una enfermedad en un indiyique comprende administrar a
dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficee una composicion que
comprende una molécula de unién a antigeno quereoiig trimero de ligandos de la
familia de TNF de uno cualquiera de los parrafosal34 en una forma

farmacéuticamente aceptable.

El método del parrafo 43, en donde dicha enfermedazhncer.

*k%k

EJEMPLOS

Lo siguiente son ejemplos de métodos y composisialee la invencion. Se entiende que

pueden ponerse en practica otras varias realizzgiodada la descripcion general

25 proporcionada anteriormente.

y
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Técnicas de ADN recombinante

Se usaron métodos estandar para manipular el ADddr@o se describen en Sambrook et al.,
Molecular cloning: A laboratory manual; Cold SpriHgrbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos moleculdniegdgicos se usaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricantea informacién general referente a las secuen@asudleétidos
de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulimeha se proporciona en: Kabat, E.A. et
al., (1991) Sequences of Proteins of Immunoloditi@rest, quinta edicion, Publicacion NIH
n.° 91-3242.

Secuenciacion de ADN
Las secuencias de ADN se determinaron mediantesei@cion bicatenaria.
Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados se generaron bi&Cpousando moldes adecuados o se
sintetizaron por Geneart AG (Regensburg, Alemamipartir de oligonucleotidos sintéticos y
productos de PCR mediante sintesis génica autadatizEn los casos donde no estaba
disponible una secuencia génica exacta, se digeiGaltadores oligonucleotidicos basandose
en las secuencias a partir de los homodlogos m&ares y los genes se aislaron mediante
RT-PCR a partir del ARN originado a partir del dejiadecuado. Los segmentos génicos
flagueados por sitios de escision de endonucleasastriccion singulares se clonaron en
vectores de clonacidn/secuenciacion estandar. BNl AP plasmido se purificé a partir de
bacterias transformadas y se determind la conaédtranediante espectroscopia UV. La
secuencia de ADN de los fragmentos génicos suadomnase confirmd mediante
secuenciacion de ADN. Los segmentos génicos sdialize con sitios de restriccion
adecuados para permitir la sub-clonacion en lotowes de expresion respectivos. Todas las
construcciones se disefiaron con una secuencia d¢ deDextremo 5' que codificaba un

péptido lider que dirige a las proteinas para stes#n en células eucariotas.
Técnicas de cultivo celular

Se usaron técnicas estandar de cultivo tal comdeseriben en Current Protocols in Cell
Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Hadad.B., Lippincott-Schwartz, J. y Yamada,
K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc.

Purificacién de proteinas
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Las proteinas se purificaron a partir de sobrerntadate cultivo celular filtrados en referencia
a protocolos convencionales. En resumen, se apficlrs anticuerpos a una columna de
proteina A Sefarosa (GE Healthcare) y se lavaronRBS. La elucion de los anticuerpos se
logré a pH 2,8 seguido de la inmediata neutral@acie la muestra. La proteina agregada se
separd de los anticuerpos monoméricos mediante atogmafia de exclusién por tamafio
(Superdex 200, GE Healthcare) en PBS o en histidihaaM, NaCl 150 mM pH 6,0. Las
fracciones de anticuerpo monomérico se agrupamigentraron (en caso necesario) usando,
por ejemplo, un concentrador por centrifugacion éaniUltra (30 MWCO) de MILLIPORE,

se congelaron y se almacenaron a -20 °C o -80 éQr&oorciond una parte de las muestras
para su posterior analisis de proteinas y caraet®an analitica, por ejemplo, mediante SDS-

PAGE, cromatografia de exclusion por tamafo (SE€pectrometria de masas.
SDS-PAGE

Se uso6 el sistema de gel precolado NUPAGE® (Imyétind de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. En particular, se usaron gelesgimdos NUPAGE® Novex® Bis-TRIS al
10 % o0 4-12 % (pH 6,4) y un NuPAGE® MES (geles mdos, con aditivo de tampon de

ejecucion antioxidante NUPAGE®) o tampon de ejeanudlOPS (geles no reducidos).
Cromatografia de exclusion por tamafio analitica

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) pameterminacion de la agregacion y
estado oligomérico de los anticuerpos se llevo i aaediante cromatografia HPLC. En
resumen, se aplicaron anticuerpos purificados carteima A a una columna TSKgel
G3000SW de Tosoh en NaCl 300 mM, ¥O,/K,HPO,50 mM, pH 7,5 en un sistema HPLC
1100 de Agilent o a una columna Superdex 200 (G&lthigare) en PBS 2 x en un sistema
HPLC de Dionex. La proteina eluida se cuantific@iaete absorbancia UV e integracion de

las areas de los picos. Sirvid como patron el padedfiltracion en gel de BioRad 151-1901.
Espectrometria de masas

Esta seccion describe la caracterizacion de Idswuempos multiespecificos con intercambio
de VH/VL (CrossMabs de VH/VL) enfatizando en sureoto ensamblaje. Las estructuras
primarias esperadas se analizaron mediante iobizagpor electropulverizacion-
espectrometria de masas (IEN-EM) de los CrossM#dictos desglucosilados y de los
CrossMabs desglucosilados/digeridos con plasmina oomo alternativa

desglucosilados/digeridos con LysC limitado.
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Los CrossMab de VH/VL se desglucosilaron con N-ghitasa F en un tampon fosfato o Tris
a 37 °C durante hasta 17 h a una concentraciérradeipa de 1 mg/ml. Las digestiones de
plasmina o LysC limitado (Roche) se llevaron a cabo 100 pg de CrosMab de VH/VL
desglucosilados en un tampon Tris, pH 8 a temperaimbiente durante 120 horas y a 37 °C
durante 40 min, respectivamente. Antes de la espeetria de masas se desalaron las
muestras mediante HPLC en una columna SephadeX@&R2%ealthcare). La masa total se
determiné mediante ESI-MS en un sistema maXis 4RWHOF MS (Bruker Daltonik)

equipado con una fuente TriVersa NanoMate (Advion).

Determinacion de la unién y de la afinidad de uniénle los anticuerpos
multiespecificos para los respectivos antigenos unsh resonancia de plasmén superficial
(SPR) (BIACORE)

Se investigo la unidén de los anticuerpos generalesis respectivos antigenos mediante
resonancia de plasmoén superficial usando un insinton BIACORE (GE Healthcare

Biosciences AB, Uppsala, Suecia). En resumen, lparemnedidas de afinidad, se inmovilizan
anticuerpos JIR 109-005-098 de cabra anti-IgG harean una microplaca CM5 mediante
acoplamiento de amina para la presentacion denfibsuarpos contra el antigeno respectivo.
La union se mide en tampdén HBS (HBS-P (HEPES 10 mKCI 150 mM, Tween 20 al

0,005 %, pH 7,4), 25°C (0o como alternativa a 3. €l antigeno (de R&D Systems o

purificado internamente) se afiadid en varias cdreeipnes en solucidén. La asociacion se
midi0 mediante una inyeccion de antigeno de 80rslggia 3 minutos; la disociacion se
midid lavando la superficie de la microplaca compgan HBS durante 3-10 minutos y se
estimo6 un valor de KD usando un modelo de uniéategmuir 1:1. Los datos de control

negativo (por ejemplo, curvas de tampon) se rasta® las curvas de muestra para la
correccion de la deriva basal intrinseca del sigtgrpara la reduccion del ruido de la sefal.
Se uso el programa informatico de evaluacion dedde@arespectivo para el analisis de los

sensogramas y para el calculo de los datos delafini
Ejemplo 1
1.1 Generacion de anticuerpos anti-PD1
Inmunizacion de ratones

Se inmunizé genéticamente a ratones NMRI, usandeeator de expresion de plasmido que
codificaba PD1 humano de longitud completa mediapteacion intradérmica de 100 ug de



10

15

20

25

30

148

ADN de vector (plasmido 15300 hPD1-fl), seguidoefiectroporacion (2 pulsos cuadrados
de 1000 V/cm, duracién 0,1 ms, intervalo 0,125eguglo de 4 pulsos cuadrados de 287,5
V/cm, duracion 10 ms, intervalo 0,125 s. Los rasomecibieron 6 inmunizaciones
consecutivas en los dias 0, 14, 28, 42, 56, 7Q y&4angre se extrajo en los dias 36, 78 y 92
y se prepar6 el suero, que se us6 para la detaridindel titulo mediante ELISA (véase mas
adelante). Los animales con los titulos mayoreseteccionaron para refuerzo en el dia 96,
mediante inyeccion intravenosa de 50 ug de quitke®D1 humano Fc humano y se aislaron
los anticuerpos monoclonales por la tecnologia dwidoma, mediante la fusién de

esplenocitos a la linea celular de mieloma 3 déapuaes del refuerzo.
Determinacién de titulos en suero (ELISA)

Se inmovilizé la quimera de PD1 humana recombinrkotdlumana en una placa NUNC

Maxisorp de 96 pocillos a 0,3 ug/ml, 100 ul/pocikm PBS, seguido de: bloqueo de la placa
con Crotein C al 2 % en PBS, 200 ul/pocillo; apgtiéa de diluciones en serie de antisueros,
en duplicados, en Crotein C al 0,5 % en PBS, 10fodillo; deteccién con anticuerpo de

cabra anti-raton conjugado a HRP (Jackson Immuearel/Dianova 115-036-071; 1/16 000).
Para todas las etapas, se incubaron las placasteldrdora a 37 °C. Entre todas las etapas,
las placas se lavaron 3 veces con Tween 20 al ObPBS. La sefal se revel6 mediante la
adicion de sustrato soluble BM Blue POD (Roche)) tilpocillo; y se detuvo mediante la

adicion de HCI 1 M, 100 ul/pocillo. La absorbansealey6 a 450 nm, frente a 690 nm como
referencia. El titulo se defini6 como la dilucida dntisuero que diese como resultado una

sefial semiméaxima.

1.2 Caracterizacion de anticuerpos anti-PD1 / Uniérde anticuerpos anti-PD1 a
PD1 humana

ELISA para PD1 hu

Se recubrieron placas Nunc maxisorp recubiertas ed&eptavidina (MicroCoat n.°

11974998001) con 25 pul/pocillo de ECD de PD1-AviHistinilado y se incubaron a 4°C

durante la noche. Después de lavar (3 x 90 ulipociin tampon PBST) se afiadieron 25 ul
de muestras de anticuerpos anti-PD1 o de referdaniaPD1 humana; Roche/anti-PD1 de
raton; Biolegend; n.° de cat. 329912) y se incubdrch a TA. Después de lavar (3 x 90
ul/pocillo con tampén PBST) se afadieron 25ul/poae anti-H+L-POD humano de cabra
(JIR, JIR109-036-088)/ anti-POD de raton de caBia Healthcare; NA9310) en una dilucion
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1:2000/1:1000 y se incubaron a TA durante 1 h emgitador. Después de lavar (3 x 90
ul/pocillo con tampon PBST) se afiadieron 25 plfpmae sustrato TMB (Roche n.° de
catalogo 11835033001) y se incubo hasta una DO-d& 2a medicién tuvo lugar a 370/492

nm.

Los resultados del ELISA se listan como valore€#g, [ng/ml] en la Tabla de resumen 1y

2 a continuacion.

ELISA celular para PD1

Se sembro la linea celular adherente CHO-K1 tratexla de manera estable con plasmido
15311 hPD1-fl_pUC_Neo que codificaba PD1 humanmigitud completa y seleccion con
G418 (marcador de resistencia a neomicina en shjtb) a una concentracién de 0,01 x
10E6 células/pocillo en placas de 384 pocillosateld plano y se dejaron crecer durante toda

la noche.

Al dia siguiente, se afadieron 25 pul/pocillo de stize de PD1 o de anti PD1 humano
(Roche)/anticuerpo de referencia anti PD1 de rdRinlegend; n.° de cat. 329912) y se
incubo durante 2 h a 4°C (para evitar la interaaiian). Después de lavar cuidadosamente (1
x 90 pl/pocillo de PBST) se fijaron las células diéado 30 pl/pocillo de glutaraldehido al
0,05% (Sigma, n.° de Cat: G5882, al 25%) diluiddaanpon PBS 1 x y se incubd durante 10
min a TA. Después de lavar (3 x 90ul/pocillo de PBSe afiadieron 25 pl/pocillo de
anticuerpo secundario para la detecciéon: anti-H&IDFhumano de cabra (JIR, JIR109-036-
088)/anti-POD de raton de cabra (GE NA9310) segda&mcubacion durante 1 h a TA en un
agitador. Después de lavar (3 x 90 ul/pocillo d&PBse afiadieron 25 pl/pocillo de solucién
de sustrato TMB (Roche 11835033001) y se incubtahasa DO de 1,0 - 2,0. Las placas se
midieron a 370/492 nm.

Los resultados del ELISA celular se listan commred de “Cgy CHO-PD1” [ng/ml] en la

Tabla de resumen 2 a continuacion.

ELISA para PD1 de cyno

Se recubrieron placas Nunc maxisorp recubiertas ed&eptavidina (MicroCoat n.°
11974998001) con 25 pl/pocillo de ECD de PD1 deodgiotina y se incubaron a 4°C
durante la noche. Después de lavar (3 x 90 plipooin tampon PBST) se afiadieron 25 pl

de muestras de anticuerpos anti-PD1 o de referd¢antaPD1 humana; Roche) y se incubd
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durante 1 h a TA en un agitador. Después de l&/ar90 pl/pocillo con tampon PBST) se
afiadieron 25ul/pocillo de anti-H+L-POD humano deraa(JIR, JIR109-036-088) en una
dilucion 1:1000 y se incubaron a TA durante 1 huanagitador. Después de lavar (3 x 90
ul/pocillo con tampdén de PBST) se afadieron 25q¢lllo de sustrato de TMB (Roche,

11835033001) y se incub6 hasta una DO de 2 - gédicion tuvo lugar a 370/492 nm.

Los resultados del ELISA se listan como valore€HBg [ng/ml] en la Tablas de resumen 1y

2 a continuacion.

Ensayo de reemplazo de ligando 1 de PD

Se recubrieron placas Nunc maxisorp recubiertas ed&eptavidina (MicroCoat n.°
11974998001) con 25 ul/pocillo de ECD de PD1-AviHistinilado y se incubaron a 4°C
durante la noche. Después de lavar (3 x 90 ulipooin tampon PBST) se afiadieron 25 pl
de muestras de anticuerpos anti-PD1 o de referéatiaPD1 de ratdn; Biolegend; n.° de cat.
329912) y se incubaron 1 h a TA en un agitadorpDés de lavar (3 x 90 ul/pocillo con
tampon PBST) se afiadieron 25ul/pocillo de PD-Llinfgua de B7-H1/PD-L1 humano
recombinante-Fc; 156-B7, R&D) y se incubd durante & TA en un agitador. Después de
lavar (3 x 90 pl/pocillo con tampon PBST) se afiamhie25ul/pocillo de anti-H+L-POD
humano de cabra (JIR, 109-036-088) en una diluti®@00 y se incubaron a TA durante 1 h
en un agitador. Después de lavar (3 x 90 ul/pocidio tampén de PBST) se afiadieron 25
ul/pocillo de sustrato de TMB (Roche,835033001) y se incubod hasta una DO de 2 - 3. La

medicion tuvo lugar a 370/492 nm.

Los resultados del ELISA se listan como valore€#lg, [ng/ml] en la Tabla de resumen 1 a

continuacion.

Ensayo de reemplazo de ligando 2 de PD

Se recubrieron placas Nunc maxisorp recubiertas ed&eptavidina (MicroCoat n.°
11974998001) con 25 ul/pocillo de ECD de PD1-AviHistinilado y se incubaron a 4°C
durante la noche. Después de lavar (3 x 90 uliponiin tampon PBST) se afiadieron 25 ul
de muestras de anticuerpos anti-PD1 o de referéamtiahuPD1 de raton; Roche) y se incubd
durante 1 h a TA en un agitador. Después de l&/ar90 pl/pocillo con tampon PBST) se
afadieron 25ul/pocillo de PD-L2 (quimera de B7-DGAE2 humano recombinante-Fc;
1224-PL-100, R&D) y se incubd durante 1 h a TA enagitador. Después de lavar (3 x 90
ul/pocillo con tampén PBST) se afadieron 25ul/poae anti-H+L-POD humano de cabra
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(JIR, 109-036-088) en una dilucion 1:2000 y se li@zan a TA durante 1 h en un agitador.
Después de lavar (3 x 90 pl/pocillo con tampon 88P se afiadieron 25 pl/pocillo de
sustrato de TMB (Roche, 11835033001) y se inculstahana DO de 2 - 3. La medicion tuvo
lugar a 370/492 nm.

Los resultados del ELISA se listan como valore€#g, [ng/ml] en la Tabla de resumen 1 a

continuacion.

ELISA de mapeo epitdpico/Ensayo de competicidnrdéru

Se recubrieron placas Nunc maxisorp (Nunc n.° 484¢an 25ul/pocillo de anticuerpo de
captura (IgG anti-ratén de cabra; JIR; 115-006-07 ¢ incubaron durante 1 h a TA en un
agitador. Después de lavar (3 x 90 pl/pocillo camgon PBST) se bloquearon las placas
durante 1 h con tampdn PBS que contenia BSA al 2% an un agitador. Después de lavar
(3 x 90 ul/pocillo con tampon PBST) se afiadieropl 22 muestras de anti-PD1 de raton y se
incubaron durante 1 h a TA en un agitador. Despaégavar (3 x 90 pl/pocillo con tampdn
PBST) se bloqued el anticuerpo de captura med&hig/pocillo de IgG de raton (JIR; 015-
000-003) durante 1 h a TA en un agitador. Al misiempo, se preincubé ECD de PD1
biotinilado-AviHis con el segundo anticuerpo de stuee durante 1 h a TA en un agitador.
Después de lavar la placa de ensayo (3 x 90 ulipamn tampén PBST) se transfirid la
mezcla de anticuerpo PD1 a la placa de ensayanceb6 a TA durante 1 h en un agitador.
Después de lavar (3 x 90 pl/pocillo con tampon PBS&T afiadieron 25 pl/pocillo de POD
estreptavidina (Roche, n.° 11089153001) en unaiditul:4000 y se incubaron a TA durante
1 h en un agitador. Después de lavar (3 x 90 jillpaon tampo6n de PBST) se afiadieron 25
ul/pocillo de sustrato de TMB (Roche, n.° 110891830y se incubd hasta una DO de 1,5 -
2,5. La medicion tuvo lugar a 370/492 nm. Los geuppitopicos se definieron mediante

agrupamiento jerarquico frente a anticuerpos dereatia.

Tabla 1: Union, inhibiciéon de PD-L1 y grupos de regn epitdpica de anticuerpos para
PD1 ejemplares (ELISA)
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Anticuerpo ELISA de ELISA de ELISA de ELISA de Grupo de
huPD1 cyPD1 inhibicion de | inhibicién | region epitdpica
CEso [ng/mil] CEsxp PD-L1 de PD-L2 (mediante
[ng/ml] Clsg[ng/ml]  |Clso [ng/ml] ensayo
competitivo)

PD1- 0050 17,9 9,8 128 34 1
PD1- 0069 45,7 22,7 225 89 6
PD1- 0073 15,1 8,3 124 65 5
PD1- 0078 26,3 22,4 X 86 2
PD1- 0098 50,8 54,6 174 45 5
PD1- 0102 34,2 52,7 >35,5 pg/mi 140 4
PD1-0103 33,7 36,9 182 51 5

Tabla 2: Unidn bioquimica y celular de anticuerpogara PD1 humanizados procedentes
del anticuerpo de ratén parental PD1-0103 (ELISA)

) ELISA de ELISA de ELISA de CHO-
Anticuerpo
] huPD1 cyPD1 PD1
humanizado
CEso [ng/mi] CEso [ng/mil] CEso [ng/mil]
PD1-103-0312 11 8,3 10,1
PD1-103-0313 15 11 10,8
PD1-103-0314 11 8,3 7,7
PD1-103-0315 10 7.9 7,3

5 Caracterizaciéon Biacore de los anticuerpos anti-Ridhanizados

Se ha usado un ensayo basado en resonancia déplasperficial (SPR) para determinar los
parametros cinéticos de la union entre varias mtdéade union a PD1 murino asi como de

referencias de unién de PD1 humano. Por lo targoinmsovilizé una IgG anti-humano
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mediante acoplamiento de amina a la superficierdericroplaca sensora CM5 (Biacore).
Entonces se capturaron las muestras y se unié BIdeCPD1 hu a estas. La superficie de la
microplaca sensora se regenerd después de cadalei@nalisis. Finalmente se obtuvieron
las constantes de equilibrio y las constantes tcigad cinética mediante el ajuste de los

datos a un modelo de interaccion de Langmuir 1:1.

Se acoplaron aproximadamente 2000 unidades deesispUR de 20 pg/ml de IgG anti-
humano (GE Healthcare n.° BR-1008-39) a las caldatujo 1 y 2 (como alternativa: 3 y 4)
de una placa sensora CM5 en un Biacore T200 a pHisando un kit de acoplamiento de

amina suministrado por GE Healthcare.

La muestra y el tampén de ejecucion fue HBS-EP+HEE& 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 3
mM, tensioactivo P20 al 0,05 % v/v, pH 7.4). La pamatura de la celda de flujo se ajusté a
25 °C y la temperatura del compartimento de la maes 12 °C. El sistema se ceb6 con

tampdn de ejecucion.

Las muestras se inyectaron durante 20 segundasnzoooncentracion de 10 nM y se unieron
a la segunda celda de flujo. A continuacion, unjumo completo de concentraciones de
ECD de PD1 humano (144 nM, 48 nM, 16 nM, 5,33 nM8InM, 0,59 nM, 0,20 nM y 0 nM)

sobre cada muestra durante 120 s seguido de updiém disociacion de 30/300 s y dos
etapas de regeneracion de 20 s con M@V, de los cuales el ultimo contenia un "lavado

adicional después de la inyeccion" con tampon idia.

Finalmente, los datos referenciados por partiddedsd ajustaron a un modelo de interacciéon
1:1 de Langmuir con el programa informatico Biacb2®0 Evaluation. Los valores #&, ks

y kg resultantes se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Constantes de velocidad cinética y consten de equilibrio para PD1-0103

quimérico y Ab para PD1 humanizada determinados meaente Biacore

Ligando ka[M s ka[s] Kp [NM]
PD1-0103 quimérico 3,86E+05 3,07E-04 0,8
PD1-0103-0312 1,95E+05 3,45E-04 1,8
PD1-0103-0313 1,60E+05 3,67E-04 2,3
PD1-0103-0314 1,87E+05 2,79E-04 1,5
PD1-0103-0315 1,89E+05 2,91E-04 1,5
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Tal como se muestra en la Tabla 3, todas las versibumanizadas de PD1-0103 quimérico
(véase el ejemplo 1,3 para su generacion) mueptgriedades cinéticas similares a las del

anticuerpo parental (PD1-0103 quimérico).
Cinética

Se montd una placa sensora CM5 de serie S enteimsisBiacore 4000 y se abordaron
hidrodindmicamente los puntos de deteccion de dowmmn las instrucciones del fabricante.

Se inmoviliz6 el anticuerpo de IgG policlonal denem <IgGFGM>R (Jackson

ImmunoResearch Laboratories Inc.) a 10.000 UR slasrg@untos de deteccion 1 y 5 en las
celdas de flujo 1, 2, 3 y 4. El acoplamiento sectef mediante quimica de EDC/NHS de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Lastgs restantes en las celdas de flujo
sirvieron como referencia. El tampon de muestraeétampon del sistema complementado

con 1 mg/ml de carboximetildextrano.

En una realizacion, el ensayo se llevo a cabo €2&n otra realizacion, el ensayo se llevo a
cabo a 37 °C. Se capturaron 50 nM de cada anticuagmoclonal murino sobre la superficie
sensora mediante una inyeccion de 1 min a 10 pl/Pdasteriormente, se inyectaron los
antigenos respectivos en una serie de concentescd 100 nM, 2 x 33 nM, 11 nM, 4 nM, 1
nM y tampon del sistema 0 nM a 30ul/min duranteid ade tiempo de fase de asociacion. Se
monitoriz6 la disociacion durante otros 4 min. 8geanero el sistema de captura usando una
inyeccion de 3 min de glicina 10 mM, pH 1,5 a 30muh. Se calcularon los datos cinéticos
relevantes usando el programa informatico de eviloade Biacore de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Mapeo de epitopos

Se dot6é a un instrumento Biacore 4000 de un seBismore CAP y se prepard del modo
recomendado por el fabricante. El tampon del ins¢nto fue HBS-ET (HEPES 10 mM, pH
7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 al 0,005%. @\/instrumento funciono a 25 °C.

Todas las muestras se diluyeron en tampén de sist®@encapturé antigeno de ECD de PD1-
AviHis biotinilado de 35kDa a 200 UR sobre la sticex sensora de CAP mediante una
inyeccion de 1 min a 30 pl/min en las celdas dpfly 2, 3 y 4 en los puntos 1 y 5. Los

puntos 2, 3y 4 sirvieron como referencia. En aeaizacion, se capturd un antigeno de ECD
de PD1-AviHis biotinilado de 35 kDa a 200 UR soérsensor CAP del mismo modo.
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Posteriormente, se inyectdé un anticuerpo primarib0@ nM durante 3 min a 30 pl/min
seguido de la inyeccion de un anticuerpo secundatio0 nM durante 3 min a 30 ul/min. El
anticuerpo primario se inyectd hasta la saturacidmpleta del antigeno presentado en la
superficie. Al final de las fases de inyeccion decaerpo primario y secundario, se ajustaron
los puntos de informacion de "union tardia" (BLygaonitorizar la respuesta de unién de
los anticuerpos respectivos. Se calculd la relaon@ar, un cociente entre la respuesta de
union del anticuerpo secundario "BL2" y la respae$¢! anticuerpo primario "BL1". La
relacion molar se us6é como indicador de la acdefabi del antigeno del anticuerpo

secundario, cuando el antigeno ya estaba en cangaejel anticuerpo primario.

Los complejos se retiraron completamente de larfiggesensora mediante una inyeccion
durante 2 min a 30 pl/min de tampon de regenerat@oguanidina-HCl 2M, NaOH 250 mM
segun las recomendaciones del fabricante, segeidma inyeccion de 1 min a 30 pl/min de

tampon del sistema.

1.3 Efecto de diferentes anticuerpos anti-PD1 en faroduccién de citocinas en una

reaccion de linfocitos mixtos (MLR)

3A) La reaccion de linfocitos mixtos (MLR) es un inmunoensayo celular que mide la
activacion de linfocitos de un individuo (donante X) a linfocitos de otro individuo
(donante Y). Se uso6 una reaccion mixta de linfocitos para denawost efecto de bloquear la
ruta de PD1 para células efectoras linfocitari@se®sayaron células T en el ensayo respecto
de su activacion y secrecion de IFN-gamma en pogseo ausencia de anticuerpos

monoclonales anti-PD1.

Para llevar a cabo una MLR alogénica, se aislagtulas mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de al menos cuatro donantes sanos de tip@ Hlesconocido mediante

centrifugacion de gradiente de densidad usandodsayk (Greiner Bio One, 227 288). En

resumen, se diluyeron muestras de sangre hepa@nan un volumen triple de PBS y se
dispusieron en capas alicuotas de 25 ml de la salilyida en tubos Leukosep de 50 ml.
Después de centrifugar a 800 x g durante 15 miangératura ambiente (sin freno) se
recogieron las fracciones que contenian linfocites, lavaron en PBS y se usaron
directamente en el ensayo funcional o se resusprmden medio de congelacion (DMSO al
10%, FCS al 90 %) a 1,0E+07 células/ml y se almaroen en nitrégeno liquido. Se

configuraron reacciones MLR de 2 vias individuateszclando PBMC de dos donantes

diferentes a una relacion 1:1 de células estimuéadespondedoras y se efectuaron co-
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cultivos al menos en placas de 96 pocillos de fgrdno duplicadas durante 6 dias a 37 °C,
CO, al 5%, en presencia o sin un intervalo de conaei@tn diferente de los anticuerpos
monoclonales anti-PD1, PD1-0050, PD1-0069, PD1-0@T3L-0078, PD1-0098, PD1-0102,
PD1-0103. Como anticuerpos anti-PD1 de referens@, sintetizaron anticuerpos que
comprendian los dominios VH y VL de nivolumab (taémbconocido como MDX-5C4 o
MDX-1106) o de pembrolizumab (también conocido comi-3475 u Org 1.09A) y se
clonaron con armazones de IgG1l humana (con lascrooes L234A, L235A y P329G
(indice EU de Kabat)). Como control negativo biem se usé anticuerpo o se usé un
anticuerpo de control de isotipo y se usoé IL-2 hoaigecombinante (20 UE/ml) como control
positivo. Después del dia 6 se extrajeron 100 thédio de cada cultivo para la medicion de
citocinas. Se midieron los niveles de IFN-gammandsael kit de ELISA OptEIA (BD

Biosciences).

Los resultados se muestran en la tabla 4 (secvéb&macion de IFNy). Los anticuerpos
monoclonales anti-PD1 promovieron la activaciorcéielas T y la secrecion de IFN-gamma
de una manera dependiente de la concentraciéral@ddécel valor del % de aumento de la
secrecion de IFNg en relacion a la produccion déeyle MRL sin afiadir cualquier mAb de
bloqueo (valor de IFNg inducido por estimulacidmgdnica basal como E-c) y MLR
afadiendo 20 EU/mI de IL-2 humana recombinante tfobipositivo = valor de IFNg del
100% como E+c) y se calculé de acuerdo con la ftambstimulacion relativa [%] =
((Ejemplo - E-c)/(E+c - E-c)*100).

Tabla 4: Porcentaje de secrecion de IFN-gamma desg@sl de estimulacién alogénica y
tratamiento con anticuerpo anti-PD1 en comparaciorcon el efecto del tratamiento con

IL-2 humana recombinante (20 EU/mI) (= aumento del00%) como control positivo

Concentracion
1:12 1:120 1:1200 Efecto en MLR
(Lg/ml)
PD1-0050 44 136 96 33 +++
PD1-0069 60 76 71 55 +++
PD1-0073 43 103 63 38 ++
PD1-0078 64 99 72 21 ++

Varios anticuerpos que bloguean a PD1, PD1-005Q-GU89, PD1-0073, PD1-0078, PD1-
0098, PD1-0102, PD1-0103 demostraron una fuertématmunomoduladora potenciando la
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secrecion de interferon gamma (IfNédatos no mostrados para todos los anticuerpos).

3B) En un experimento adicional, se evalu6 PD1-010férico (isotipo IgG1 humano con
las mutaciones L234A, L235A y P329G (indice EU débét)). El bloqueo de PD1 con PD1-
0103 quimérico potencifuertemente la secrecion de IFN-gamma por céluldahanas
primarias alogénicas estimuladas. PD1-0103 quimé&s mas potente que los anticuerpos

anti-PD1 de referencia (véasdigura 1).

Por comparacion, se sintetizaron los anticuerptisP&i de referencia que comprendian los
dominios VH y VL de nivolumab (también conocido aniiDX5C4 o MDX-1106) y de
pembrolizumab (también conocido como MK-3475 u Qr@9A) y se clonaron con
armazones de IgGl humana (con las mutaciones L2B235A y P329G (indice EU de
Kabat)).

3C) En experimentos adicionales, se evalud la actividemunomoduladora de las variantes
humanizadas del anticuerpo anti-PD1, PD1-0103daatpos humanizados PD1-0103-0312,
PD1-0103-0314, en las figuras 2 y 3) a) la libemdisecrecién) de IFN b) la liberacion
(secrecion) de TNF-alfa en MLR tal como se ha diesanteriormente. Se compararon los
efectos del anticuerpo quimérico PD1-0103 y susioees humanizadas con los anticuerpos
anti-PD1 de referencia que comprenden los domikidsy VL de nivolumab (también
conocido como MDX5C4 o MDX-1106) y pembrolizumalaniibién conocido como MK-
3475 U Org 1.09A) con armazones de IgG1l humana lg®mutaciones L234A, L235A y
P329G (indice EU de Kabat)). Después de 6 diasitfiea de MLR, se extrajeron 50 pl de
sobrenadante y se midieron multiples citocinas ersalo cultivo usando el ensayo para
Th1/Th2 de citocinas humanas Bio-Plex Pro™ (Bio-Raboratories Inc.). (datos no

mostrados para todas las citocinas).

El anticuerpo PD1-0103 quimérico y sus versionesidnizadas (PD1-0103 0312 y PD-
0103 _0314) fueron mas potentes en comparacionasoanticuerpos anti-PD1 de referencia

para potenciar la activacion de células T y laes®@6n de IFN-gamma (véasefigura 2).

Ademas, el anticuerpo PD1-0103 quimérico y susamées de humanizacion aumentan la
secrecion del factor de necrosis tumoral alfa (W&} (véase la figura 3) y de IL-12 (datos
no mostrados) por células presentadoras de ansiggnmotencian la capacidad de los
monocitos/macréfagos o de las células presentaderastigenos para estimular a una célula
T.
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1.4 Efecto del blogueo de anti-PD1 en la liberaciode granzima B citotoxica y de IFNy
por células T CD4 humanas cultivadas conjuntamenteon células dendriticas maduras

alogénicas

Para investigar adicionalmente el efecto del traato anti-PD1 en una configuracion
alogénica, se desarrollé un ensayo en el que sigazuconjuntamente células T CD4 recién
purificadas durante 5 dias en presencia de cétidadriticas alogénicas maduras (mDC)
procedentes de monocitos. Se aislaron monocitoarte gde PBMC recientes una semana
antes mediante adherencia plastica seguida detitadee de las células no adherentes.
Entonces se generaron CD inmaduras a partir deméwecitos cultivandolos durante 5 dias
en medio que contenia GM-CSF (50 ng/mlL-4 (100 ng/ml). Para inducir la maduracién de
las iDC, se afiadio TNE; IL-13 e IL-6 (50 ng/ml de cada) al medio de cultivo aiiea2 dias
adicionales. Entonces se evalué la maduraciénsde@midiendo su expresion superficial de
la clase Il del complejo mayor de histocompatilaitld(MHCII), CD80, CD83 y CD86

mediante citometria de flujo (LSRFortessa, BD Biesces).

En el dia de la reaccion minima de linfocitos mex(mMLR), se enriquecieron las células T
CD4 mediante un kit de microperlas (Miltenyi Biotecpartir de 1®PBMC obtenidos de un
donante no relacionado. Antes del cultivo, se nrarcdas células T CD4 con BM de
succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE)toBces se sembraron en placas 10
células T CD4 en una placa de 96 pocillos junto almaDC maduras (5:1) en presencia o
ausencia de anticuerpo de bloqueo anti-PD1 (PDB;0HD1-0103 quimérico o los
anticuerpos humanizados PD1-0103-0312, PD1-0103;0321-0103-0314, PD1-0103-0315,
abreviados como 0312, 0313, 0314, 031%asrfiguras 4A y 4 B, a la concentracién de 10
ug/ml si no se indica de manera distinta en lagéigu

Cinco dias después se recogieron los sobrenad#mtadtivo, usados después para medir los
niveles de IFNy mediante ELISA (R&D systems) y se dejaron lasledla 37 °C durante 5
horas adicionales en presencia de Golgi Plug (Bliege A) y Golgi Stop (Monensina).
Después, se lavaron las células, se tifieron sojadmiente con anticuerpo anti-CD4 humano
y el colorante fijable de vivo/muerto Aqua (Invigen) antes de fijarse/permeabilizarse con
tampdn Fix/Perm (BD Bioscience). Se llevo a cabtifleion celular para granzima B (BD

Bioscience), IFNy e IL-2 (ambas de eBioscience).

También se ensayaron diferentes concentracion&ss dariantes humanizadas de PD1-0103
(anticuerpos humanizados PD1-0103-0312, PD1-0103,0®D1-0103-0314, PD1-0103-
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0315, abreviados como 0312, 0313, 0314, 0315 efiglasas, véase también el ejemplo 1,6
mas adelante) y se observO que eran igualmenteobymera potenciar a granzima B e
interferon gamma. DP47 es una IgG humana sin woaruna mutacion LALA en la porcion

FcyR para evitar el reconocimiento por FCR y se usdacoontrol negativo. Los resultados se

5 muestran en lasguras 4A 'y 4B.
1.5 Derivados de anticuerpos quiméricos

Se generaron anticuerpos para PD1 quiméricos aoapiifo las regiones variables de cadena
pesada y ligera de los anticuerpos de raton antiffl-0098, PD1-0103 mediante PCR y
clonandolos en vectores de expresion de cadenalgpeasano proteinas de fusion con

10 armazones de IgGl humana/CH1-bisagra-CH2-CH3 huncanolas mutaciones L234A,
L235A y P329G (indice EU de Kabat)) (leucina 23dlanina, leucina 235 a alanina, prolina
329 a glicina) abrogando las funciones efectortas wectores de expresion de cadena ligera
como proteinas de fusion a C-kappa humana. Losnplas de LC y HC se transfectaron
entonces conjuntamente en HEK293 y se purificaespdés de 7 dias de los sobrenadantes

15 mediante métodos convencionales de purificaciéantdieuerpos. Los anticuerpos quimeéricos
para PD1 se renombraron coiid1-0098 quimeérico (chiPD1-0098) y PD1-0103 quimérico
(chiPD1-0103). Por comparacion, se sintetizaron los anticuegmisPD1 de referencia que
comprendian los dominios VH y VL de nivolumab (taémbconocido como MDX-5C4 o
MDX-1106) y de pembrolizumab (también conocido coMK-3475 u Org 1.09A) y se

20 clonaron con armazones de IgG1l humana (con lasciongs L234A, L235A y P329G
(indice EU de Kabat)).

1.6 Generacion, expresion y purificacion de variamis humanizadas del anticuerpo anti-
PD1 PD1-0103 (huMab PD-0103) y caracterizacion

Humanizacién de los dominios VH v VL del anticuemarino anti-PD1 0103

25 Basandose en la secuencia de aminoacidos de lasider¥H y VL murinos del anticuerpo
anti-PD1 murino PD1-0103 (SEQ ID NO: 43 y 44), sm@yaron variantes humanizadas del
anticuerpo anti-PD1.

La variante de VH humanizado se basa en la IMGT_H3/123 de linea germinal humana en
combinacion con IGHJ5-01 de linea germinal de elen@ humano con varias mutaciones.
30 (que dan como resultado la SEQ ID NO: 45).
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Las variantes humanizadas de VL se basan en lassligerminales IMGT_hVK 4 1,
IMGT_hVK_2 30, IMGT_hVK 3 11 e IMGT_hVK_1 39 en cbimacion con la linea
germinal IGKJ1-01 con un elemento J humano. Dife@emutaciones dieron como resultado
las variantes humanizadas de SEQ ID NO: 46 a SERQDA49.

Se retrotradujeron las secuencias de aminoacidoamaadas para las regiones variables de
cadena pesada y ligera de PD1-0103 en ADN Yy setigiditel ADNc resultante (GenArt) y
después se clond en vectores de expresion de cpdeada como proteinas de fusién con
armazones de IgG1 humana/CH1-bisagra-CH2-CH3 humanomutaciones LALA y PG
(leucina 234 a alanina, leucina 235 a alanina,ipad@29 a glicina) abrogando las funciones
efectoras o en los vectores de expresion de cdid@na como proteinas de fusion a C-kappa
humana. Los plasmidos de LC y HC se transfectanbonees conjuntamente en HEK293 y
se purificaron después de 7 dias de los sobrereslargdiante métodos convencionales de
purificacién de anticuerpos. Los anticuerpos pddd Rumanizados se nombraron del modo

siguiente:

Tabla 5: Secuencias de VH y VL de anticuerpos vandes humanizados de PD1-0103

Variante de VL
humanizada/SEQ ID NO:

Variante de VH
humanizada/SEQ ID NO:

Anticuerpos humanizados
de PD1-0103

PD1-0103-0312 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 22
PD1-0103-0313 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 23
PD1-0103-0314 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 24
PD1-0103-0315 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 25

20

Tabla 6: Secuencias de HVR de anticuerpos variantémimanizados de PD1-0103

Anticuerpos humanizados
de PD1-0103

HVR-H1, HVR-H2 y HVR-
H3 de variante
humanizada/SEQ ID NO:
SEQID NO: 13,14y 15
SEQ ID NO: 13, 14y 15
SEQID NO: 13,14y 15
SEQ ID NO: 13, 14y 15

HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3
de variante humanizada/SEQ
ID NO:
SEQ ID NO: 1By 18
SEQ ID NO: 1By 18
SEQ ID NO: 1By 18
SEQ ID NO: 1By 18

PD-0103-0312
PD-0103-0313
PD-0103-0314
PD-0103-0315

Las variantes humanizadas del anticuerpo PD1-01@8RBD1-0103 quimérico parental se

caracterizaron del modo descrito anteriormente.ressltados se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7: Resumen de resultados para las variantesumanizadas del anticuerpo PD1-
0103 y PD1-0103 quimérico parental

c PD1-0103 | PD-0103- | PD-0103- | PD-0103- | PD-0103-
nsayo
Y quimérico 0312 0313 0314 0315
Afinidad Kp
2,0/0,8 15/1,8 1,9/2,3 16/1,5 1,7/15
[nM] a 37°C
CEso ELISA
0,2 0,1 0,07 0,07 0,06
[NM]
CEso de CHO-
+ + + + +
PD1
Clspde PD-L1, 2
1,35 tbd tbd tbd tbd
[nM]
Ensayo de
reaccion de +++ +++ +++ ++++ ++
linfocitos mixtos
reactividad
cruzada con
_ + 0,08 0,06 0,05 0,04
cinomolgo
(CEso [nm])

1.7 Potencia de neutralizacién de anticuerpos pafaD1

Para probar la potencia de neutralizacion de ldgcwmrpos para PD1 generados en el
laboratorio para imitar la restauracion de unauesfa de células T suprimidavivo se usé

un ensayo indicador de PD1/PD-L1 disponible en aghercio (Promega). Este sistema
consiste en células Jurkat PD1+ NFAT y un homo6ldgoCHO PD-L1+, que también
proporciona la sefial de activaciéon. En principigigtema indicador se basa en tres etapas: (1)
activacion de NFAT mediada por TCR, (2) inhibicda la sefial de NFAT tras la activacion
por el eje de PD-1/PD-L1 y (3) recuperacion deedas de NFAT mediante anticuerpos de
bloqueo para PDL1.
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Materiales y métodos:
* Medio de PD-L1: PAN Biotech (n.° P04-03609); F88%) y L-GIn (4 mM)

* Medio de ensayo: RPMI 1640 (n.° 31870; InvitrggetEPES 25 mM, L-GIn 2 mM,
FBS (2%)

e Células usadas para este ensayo (ambos tipolareslise adquirieron a través de
Promega):

células CHO PD-L1+ (lote n.° 139147): 2-3%t@lulas/96 pocillos
células Jurkat PD1+ NFAT (lote n.° 133024: 3,5xddlulas/pocillo

En el dia 1, se desconeglaron las células PD-L4isesmbraron a la concentracion celular
indicada en el medio anteriormente indicado y sevanon durante una noche a 37°C y £O
al 5%. Al dia siguiente, se retir0 el medio y seulvaron las células PD-L1+ con los
anticuerpos preparados a las concentraciones dafid@n medio de ensayo). En paralelo, se
descongelaron las células Jurkat PD1+ NFAT y sasfirderon los nimeros de células
anteriormente mencionados a y se cultivaron coajnante con las células PD-L1+. Después
de una incubacién de 6 h a 37 °C yLaD5%, Se calent6 el sustrato Bio-Glo a tempeaatur
ambiente (1-2 h antes de la adicion). Se retirgldaa de cultivo celular del incubador y se
ajusté a temperatura ambiente (10 min) antes ddiraBa80 ul de solucién Bio-Glo por
pocillo, se incub6 durante 5-10 min antes de mé&diluminiscencia en un lector Tecan
Infinite de acuerdo con las recomendaciones deicfafte del kit. Los resultados pueden
verse en las figuras 5A y 5B, donde se muestrad@muracion de una supresion mediada por
PD1/PD-L1 de la sefial de NFAT por diferentes amtipas para PD1 tras la estimulacién de
TCR: Figura 5 A: PD1-0103 quimérico mostré un efecto reproducibleimesuperior cuando
se compara con un anticuerpo de referencia. Cofarereia, se sintetizé un anticuerpo anti-
PD1 que comprende los dominios VH y VL de nivolunfembién conocido como MDX-
5C4 o MDX-1106) y se cloné con armazones de IgGhdna (con las mutaciones L234A,
L235A y P329G (indice EU de Kabat)igura 5B: Las cuatro variantes humanizadas de
PD1-0103 demostraron una poteniiavitro similar a la del anticuerpo principal y también

fueron ligeramente superiores al anticuerpo deeptea.
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Ejemplo 2

Preparacion de moléculas de unién a antigeno de faa de Fc que contienen trimero de
ligando 4-1BB dirigidas a PD1

Se sintetizaron diferentes fragmentos de la secet® ADN codificante de parte del
ectodominio (aminoacidos 71-254 y 71-248) del ld@md-1BB humano de acuerdo con la
secuencia P41273 de la base de datos UniProt (BSE®I 103).

2.1. Preparacion de molécula de union a antigeno desion de Fc (kih) que
contiene trimero de ligando de 4-1BB (71-254) diriga a PD1 (0314) con dominios

CH1-CL cruzados con restos cargados (construccionIj

Se clon6é un polipéptido que contiene dos ectodamsimle ligando de 4-1BB (71-254),
separados por enlazadores (G4S)2 y se fusionamonahio CL de IgG1 humano, tal como
se ilustra en ldigura 6A: ligando de 4-1BB humano, conector (G43igando de 4-1BB

humano, conector (G45)CL humano.

Se clond un polipéptido que contiene un ectodomaeoligando de 4-1BB (71-254) y
fusionado al dominio CH1 de IgG1 humana, tal comdescribe en lagura 6B: ligando de
4-1BB humano, conector (G4SLH humano.

Para mejorar el emparejamiento correcto se haoduatido las siguientes mutaciones en los
CH-CL cruzados. En el ligando de 4-1BB diméricoidnado a CL humano se introdujeron
las mutaciones E123R y Q124K. En el ligando de B-IBonomérico fusionado a CH1
humano, se clonaron las mutaciones K147E y K213El @ominio CH1 humano como se
describe en la Publicacion de Solicitud de Patenéznacional n.° WO 2015/150447.

Las secuencias de ADN de la region variable deraagesada y ligera que codifican una
molécula de unién especifica para PD1, clon 03131(8-0314,)se subclonaron en fase bien
con la cadena pesada constante del agujero o @awléaa ligera constante de IgG1 humana.

La generacion y preparacion de las moléculas denumPD1 se describe en el ejemplo 1.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hem introducido en la regién
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala unidon a receptores de Fc gamma
de acuerdo con el método descrito en la Publicadg8olicitud de Patente Internacional n.°
WO 2012/130831.
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Para todas las construcciones se usé la tecnoligiaeterodimerizacion de pomos en
agujeros con las mutaciones S354C/T366W en la eadenpomos y las correspondientes
mutaciones Y349C/T366S/L368A/Y407V en la cadenaglgeros.

La combinacion de la cadena de ligando diméricg@bmo que contiene las mutaciones
S354C/T366W, la fusion de CH1 monomérico, la cadt#rigida anti-PD1-cadena de Fc de
agujeros que contiene las mutaciones Y349C/T36@BAB/407V y la cadena ligera anti-
PD1 permite la generacion de un heterodimero, mglayie un ligando de 4-1BB trimérico y

un Fab de unién a PD1 ensambladagifa 7, construccion 7.1).

La tabla 8 muestra las secuencias de ADNc y de aanidos de la molécula de union a
antigeno de fusiéon de Fc (kih) de ligando de 4-1B@mano (71-254)-PD1 (0314)

monovalente que contiene sobrecruzamiento de CH{§+@ktos cargados (construccion 7.1).

Tabla 8: Secuencias de la construccion 7.1 de malée de fusion de Fc (kih) que
contiene ligando de 4-1BB humano (71-254) dirigida PD1 (0314) monovalente

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
131 secuencia de AGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
nucleétidos de 4-| ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
1BBL hu GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG

GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG

TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT]
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCT
GCTGGCGCTGCAGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCT
CCTGCCAGCTCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTT
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGCCTGCCTTCT
CCAAGAAGCGAAGGCGGAGGCGGATCTGGCGGCGGAG
GATCTAGAGAGGGACCCGAACTGTCCCCTGACGATCCA

GCCGGGCTGCTGGATCTGAGACAGGGAATGTTCGCCCA
GCTGGTGGCTCAGAATGTGCTGCTGATTGACGGACCTCT

dimérico (71-
254)-CL* Fc de

cadena de pomo
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GAGCTGGTACTCCGACCCAGGGCTGGCAGGGGTGTCCA
TGACTGGGGGACTGTCCTACAAAGAAGATACAAAAGAA
CTGGTGGTGGCTAAAGCTGGGGTGTACTATGTGTTTTTT
CAGCTGGAACTGAGGCGGGTGGTGGCTGGGGAGGGCTC
AGGATCTGTGTCCCTGGCTCTGCATCTGCAGCCACTGCG
CTCTGCTGCTGGCGCAGCTGCACTGGCTCTGACTGTGGA
CCTGCCACCAGCCTCTAGCGAGGCCAGAAACAGCGCCT
TCGGGTTCCAAGGACGCCTGCTGCATCTGAGCGCCGGAC
AGCGCCTGGGAGTGCATCTGCATACTGAAGCCAGAGCC
CGGCATGCTTGGCAGCTGACTCAGGGGGCAACTGTGCTG
GGACTGTTTCGCGTGACACCTGAGATCCCTGCCGGACTG
CCAAGCCCTAGATCAGAAGGGGGCGGAGGTTCCGGAGG
GGGAGGATCTCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTTAT
CTTCCCACCCAGCGACCGGAAGCTGAAGTCTGGCACAG
CCAGCGTCGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCCGCG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAG
AGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTGACCGAGCAGGACA
GCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACC
CTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGC
CTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTGALC
CAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGCGACAAGACCCACA
CCTGTCCTCCATGCCCTGCCCCTGAAGCTGCTGGCGGCH
CTAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCA
TGATGATCAGCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGEG
TGGATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATT
GGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAATGCCAAGACC
AAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGT
GGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAA
TGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCC
TCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCC
ATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGT
GGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCG
TGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGA

U
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GGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAA

132

secuencia de
nucleotidos de 4-
1BBL hu
monomeérico (71-
254)-CH1*

AGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG
GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT]
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCT
GCTGGCGCTGCAGCTCTGGCTCTGACAGTGGATCTGCCT
CCTGCCAGCTCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTT
CAAGGCCGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGACT
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGAGCCAGGCACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCTGCCGGCCTGCCTAGC
CCTAGATCTGAAGGCGGCGGAGGTTCCGGAGGCGGAGG
ATCTGCTAGCACAAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGC
CCCTAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCC
TGGGCTGCCTGGTGGAAGATTACTTCCCCGAGCCCGTGA
CCGTGTCCTGGAATTCTGGCGCCCTGACAAGCGGCGTGEL
ACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACT
CTCTGAGCAGCGTCGTGACAGTGCCCAGCAGCTCTCTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACGAGAAGGTGGAACCCAAGTC
CTGC

133

secuencia de
nucledétidos de
cadena Fc agujer
de anti-
PD1(0314)

GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA
GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAGEG
HGTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT

ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTC
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CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCAC
AGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTL
CGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGG
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAG
CAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGG
ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCA
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
GCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGT,
GAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTAAA

134

secuencia de
nucleoétidos de
cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

GAGATCGTGCTGACCCAGAGCCCCGCCACACTCTCCCTG
TCTCCTGGCGAAAGGGCTACCCTTTCATGCAGAGCAAGC
GAGTCCGTGGACACTTCTGATAACAGTTTCATTCACTGG
TATCAGCAGAAGCCAGGGCAGAGCCCCCGCCTGCTCAT
CTATCGGTCCTCTACACTGGAGTCAGGGATTCCTGCCAG
GTTTAGCGGCTCCGGTTCTGGGACCGACTTCACTTTGAC
CATCAGTAGCCTGGAACCAGAGGATTTTGCTGTGTACTA
TTGTCAACAGAATTACGACGTCCCCTGGACATTCGGCCA
GGGAACCAAAGTGGAGATAAAGCGTACGGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGA

AATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACT
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TCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCAC
AGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCA
GCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

74

hu 4-1BBL
dimérico (71-
254)-CL* Fc de
cadena de pomo

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT

QGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPE

SPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLA
GVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS
AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIF
PSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

L

75

hu 4-1BBL
monomeérico (71-
254) — CH1*

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT
QGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSASTKG

SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALT

SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDEKVEPKSC

P

82

cadena Fc aguijer
anti-PD1(0314)

OEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQ/
PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSY
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

\

83 cadena ligera de | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDTSDNSFIHWYQQ
anti-PD1 (0314) | KPGQSPRLLIYRSSTLESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPED
FAVYYCQQNYDVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC

2. 2. Preparacion de molécula de unién a antigenoedfusion de Fc (kih) que
contiene trimero de ligando de 4-1BB (71-254) diriga a PD1 (0314) con dominios

CH1-CL cruzados sin restos cargados (construccion2)

Se clond un polipéptido que contiene dos ectodamsimle ligando de 4-1BB (71-254),
separados por enlazadores (G4S)2 y se fusionamonahio CL de IgG1 humano, tal como
se ilustra en ldigura 6C: ligando de 4-1BB humano, conector (G43igando de 4-1BB

humano, conector (G45)CL humano.

Se clond un polipéptido que contiene un ectodomawoligando de 4-1BB (71-254) y
fusionado al dominio CH1 de IgG1 humana, tal comdescribe en lagura 6D: ligando de
4-1BB humano, conector (G4SLTH1 humano.

Las secuencias de ADN de la region variable deragesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 0103t08e subclonaron en fase bien con la

cadena pesada constante del agujero o con la chgersaconstante de IgG1 humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hem introducido en la regién
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagagala union a receptores de Fc gamma
(WO 2012/130831).
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La combinacion de la cadena de ligando diméricg@bimo que contiene las mutaciones
S354C/T366W, la fusion de CH1 monomérico, la cad#éirigida anti-FAP-cadena de Fc de
agujeros que contiene las mutaciones Y349C/T36@BAB407V y la cadena ligera anti-
FAP permite la generacion de un heterodimero, gelaye un ligando de 4-1BB trimérico y

un Fab de unién a FAP ensambladagufa 7, construccion 7.2).

La tabla 9 muestra las secuencias de ADNc y de aanidos de la molécula de union a
antigeno de fusion de Fc (kih) de ligando de 4-1@Bnano (71-254) anti-PD1 (0314)
monovalente que contiene sobrecruzamiento de CHZEi€lrestos cargados (construccion
7.2).

Tabla 9: Secuencias de la construccién 7.2 de malde de fusién de Fc (kih) que
contiene ligando de 4-1BB humano (71-254) dirigida PD1 (0314) monovalente

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
135 secuencia de AGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
nucleétidos de 4-| ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
1BBL hu GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCT(G

GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGE
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG

TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCT
GCTGGCGCTGCAGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCT
CCTGCCAGCTCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTT
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT|
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGCCTGCCTTCT
CCAAGAAGCGAAGGCGGAGGCGGATCTGGCGGCGGAG
GATCTAGAGAGGGACCCGAACTGTCCCCTGACGATCCA

GCCGGGCTGCTGGATCTGAGACAGGGAATGTTCGCCCA
GCTGGTGGCTCAGAATGTGCTGCTGATTGACGGACCTCT
GAGCTGGTACTCCGACCCAGGGCTGGCAGGGGTGTCCA
TGACTGGGGGACTGTCCTACAAAGAAGATACAAAAGAA

dimérico (71-
254)-CL Fc de
cadena de pomo
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CTGGTGGTGGCTAAAGCTGGGGTGTACTATGTGTTTTTT
CAGCTGGAACTGAGGCGGGTGGTGGCTGGGGAGGGCT(
AGGATCTGTGTCCCTGGCTCTGCATCTGCAGCCACTGCG
CTCTGCTGCTGGCGCAGCTGCACTGGCTCTGACTGTGGHA
CCTGCCACCAGCCTCTAGCGAGGCCAGAAACAGCGCCT
TCGGGTTCCAAGGACGCCTGCTGCATCTGAGCGCCGGA
AGCGCCTGGGAGTGCATCTGCATACTGAAGCCAGAGCC
CGGCATGCTTGGCAGCTGACTCAGGGGGCAACTGTGCT

GGACTGTTTCGCGTGACACCTGAGATCCCTGCCGGACTG

CCAAGCCCTAGATCAGAAGGGGGCGGAGGTTCCGGAGG

GGGAGGATCTCGTACGGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTTAT

CTTTCCCCCATCCGATGAACAGCTGAAAAGCGGCACCGC
CTCCGTCGTGTGTCTGCTGAACAATTTTTACCCTAGGGA
AGCTAAAGTGCAGTGGAAAGTGGATAACGCACTGCAGT
CCGGCAACTCCCAGGAATCTGTGACAGAACAGGACTCC
AAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACACTG
TCTAAGGCTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGC
GAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAA
GAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGACCCACACCT
GTCCCCCTTGTCCTGCCCCTGAAGCTGCTGGCGGCCCT]
CTGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGA
TGATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTG
GATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGG
TACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAATGCCAAGACCAA
GCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGG

TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG

GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTC
GGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG
GCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
GCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGTGG
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA

GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT

CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGC
AGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGG
CTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT,
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CTCCGGGTAAA

136

secuencia de
nucleotidos de 4-
1BBL hu
monomeérico (71-
254)-CH1

AGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG
GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT]
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCT
GCTGGCGCTGCAGCTCTGGCTCTGACAGTGGATCTGCCT
CCTGCCAGCTCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTT
CAAGGCCGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGACT
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGAGCCAGGCACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCTGCCGGCCTGCCTAGC
CCTAGATCTGAAGGCGGCGGAGGTTCCGGAGGCGGAGG
ATCTGCTAGCACCAAAGGCCCTTCCGTGTTTCCTCTGGC
TCCTAGCTCCAAGTCCACCTCTGGAGGCACCGCTGCTCT
CGGATGCCTCGTGAAGGATTATTTTCCTGAGCCTGTGAC
AGTGTCCTGGAATAGCGGAGCACTGACCTCTGGAGTGC
ATACTTTCCCCGCTGTGCTGCAGTCCTCTGGACTGTACA
GCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTG
GGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGT
CTTGT

133

secuencia de
nucleoétidos de
cadena Fc agujer
de anti-
PD1(0314)

véase la Tabla 8

[®)

134

secuencia de
nucleoétidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)

véase la Tabla 8
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76

hu 4-1BBL
dimérico (71-
254)-CL Fc de

cadena de pomo

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWOQLT

QGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPE

SPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLA
GVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS
AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIR
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH

QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP

KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

77

hu 4-1BBL
monomerico (71-
254) — CH1

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT
QGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSASTKG

SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT

SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSC

82

cadena Fc agujer
anti-PD1(0314)

ovéase la Tabla 8

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 8

L

P
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2.3 Preparacion de molécula de union a antigeno fiesion de Fc (kih) que contiene
trimero de ligando de 4-1BB (71-254) dirigida a PDX0314) bivalente con los
ligandos de 4-1BB diméricos y monomeéricos fusionaden el extremo C-terminal

de cada cadena pesada (construccion 7.3)

Se clon6 un polipéptido que contiene dos ectodamsimle ligando de 4-1BB (71-254),
separados por enlazadores (G4&8)extremo C-terminal de la cadena de Fc de agujer
IgG1 humana, tal como se ilustra erfitara 6E: Fc de agujero de IgG1 humana, conector
(G4S), ligando de 4-1BB humano, conector (G4S)jgando de 4-1BB humano. Un
polipéptido que contiene un ectodominio de ligaddal-1BB (71-254) se fusiono al extremo
C-terminal de la cadena Fc pomo de IgG1 human&otab se describe enfigura 6F: Fc

pomo de IgG1 humana, conector (G48yando de 4-1BB humanao.

Las secuencias de ADN de la region variable dermaagesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 01A3+08e subclonaron en fase bien con la
cadena pesada constante del agujero, con el porona ta cadena ligera constante de 1gG1l

humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hes introducido en la region
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala unidon a receptores de Fc gamma
de acuerdo con el método descrito en el docume@d®012/130831.

La combinacién de la cadena de ligando diméricoagejero de hulgGl anti-FAP que
contiene las mutaciones Y349C/T366S/L368A/Y407\Vcddena de ligando monomérico de
pomo de hulgG1l anti-FAP que contiene las mutaci@®&$4C/T366W y la cadena ligera
anti-FAP permite la generacion de un heterodimgue incluye un ligando de 4-1BB

trimérico y dos Fab de union a PD1 ensamblafigsré 7, construccion 7.3).

La tabla 10 muestra las secuencias de ADNc y deauidos de la construccion 7.3 de
molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) bivalente (trimero separado de PD1 con 2dréibPD1, ligando de 4-1BB dimérico y

monomérico fusionado en el extremo C-terminal diacadena pesada, respectivamente).

Tabla 10: Secuencias de la construccion 7.3 de mulda de fusion de Fc (kih) que
contiene ligando de 4-1BB humano (71-254) dirigida PD1 (0314) bivalente
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SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
137 secuencia de GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA

nucleoétidos de
cadena de Fc
agujero de anti-
PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-254)

GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAGEG

GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA

GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA

AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT
ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTC
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGLCGGCAC
AGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG/
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCT
CGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTG(
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAG
CAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGG
ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCA

GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG

GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
GCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGT
GAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC

D
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ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTGGAGGCGGCGGAAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGA
GGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGGACTGC
GGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGTGGCCCA
GAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAG
CGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCT
GAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCA
AGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGG
GGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTLC
TGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCTGCTGGC(
CTGCAGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCA
GCTCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCA
GGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTG
CATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCA
GCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGT
GACCCCCGAGATTCCAGCCGGCCTGCCTTCTCCAAGAAG
CGAAGGCGGAGGCGGATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAG
AGGGACCCGAACTGTCCCCTGACGATCCAGCCGGGCTG
CTGGATCTGAGACAGGGAATGTTCGCCCAGCTGGTGGCT
CAGAATGTGCTGCTGATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACQ
TCCGACCCAGGGCTGGCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGG
ACTGTCCTACAAAGAAGATACAAAAGAACTGGTGGTGG

CTAAAGCTGGGGTGTACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAAC
TGAGGCGGGTGGTGGCTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTG
TCCCTGGCTCTGCATCTGCAGCCACTGCGCTCTGCTGCT,
GGCGCAGCTGCACTGGCTCTGACTGTGGACCTGCCACCA
GCCTCTAGCGAGGCCAGAAACAGCGCCTTCGGGTTCCA
AGGACGCCTGCTGCATCTGAGCGCCGGACAGCGCCTGG
GAGTGCATCTGCATACTGAAGCCAGAGCCCGGCATGCTT
GGCAGCTGACTCAGGGGGCAACTGTGCTGGGACTGTTTC
GCGTGACACCTGAGATCCCTGCCGGACTGCCAAGCCCTA
GATCAGAA

—

uJ

138

secuencia de
nucleétidos de
cadena de Fc

pomo de anti-

GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA
GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAGEG
GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
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PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL
monomerico (71-
254)

GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT
ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
GCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGC
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAG
CAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGC
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCT
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC
GAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGLCCCCCA
TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGA
GCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAA
GGGCTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCC
CCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCC
AAACTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAA
CGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACA
ACCACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGC
GGAGGCGGCGGAAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGG
GCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGGACTGCTGEG
ACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGTGGCCCAGA
ACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCG
ATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGA
GCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAG

P

a7
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GCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGG
AGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCT(

GCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGAAGCGCTGCTGGCGCT
GCAGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGC

TCCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAG
GCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGO
ATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAG

CTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTG
ACCCCCGAGATTCCAGCCGGCCTGCCTTCTCCAAGAAGC

GAA
134 secuencia de véase la Tabla 8
nucleétidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)
84 cadena de Fc EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVROA

agujero de anti-
PD1 (0314)
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-254)

PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW

NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC

NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSY
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK

SLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFA

QLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL

VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSA
AGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
GGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAG

VYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAAL
ALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTE
ARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

u)

\

{
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85

cadena de Fc

pomo de anti-PD1

(0314) fusionada
a hu 4-1BBL
monomeérico (71-
254)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQA
PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI(C
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTK
NQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMF
QLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSA
AGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

\

A

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 21

2.4. Preparacion de molécula de union a antigeno desion de Fc (kih) que
contiene trimero de ligando de 4-1BB (71-248) diriga a PD1 (0314) con dominios

CH1-CL cruzados con restos cargados (construccion4)

5 Se cloné un polipéptido que contiene dos ectodamsime ligando de 4-1BB (71-248),

separados por enlazadores (G4S)2 y se fusionamonahio CL de IgG1 humano, tal como
se ilustra en ldigura 8A: ligando de 4-1BB humano, conector (G43igando de 4-1BB

humano, conector (G45)CL humano. Se cloné un polipéptido que contiemectodominio

de ligando de 4-1BB (71-248) y fusionado al domi@B de IgG1l humana, tal como se

10 describe en l&igura 8B: ligando de 4-1BB humano, conector (G4®)H1 humano.

Para mejorar el emparejamiento correcto se haoduatido las siguientes mutaciones en los

CH-CL cruzados. En el ligando de 4-1BB diméricoidnado a CL humano se introdujeron

las mutaciones E123R y Q124K. En el ligando de B-IBonomérico fusionado a CH1

humano, se clonaron las mutaciones K147E y K213El @ominio CH1 humano como se
15 describe en la Publicacion de Solicitud de Patkmiéznacional n.° WO 2015/150447.
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Las secuencias de ADN de la region variable deraagesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 01A3t08e subclonaron en fase bien con la

cadena pesada constante del agujero o con la chger@aconstante de IgG1l humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hes introducido en la region
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala unidon a receptores de Fc gamma
de acuerdo con el método descrito en el docume@d®012/130831.

La combinacion de la cadena de ligando diméricg@bmo que contiene las mutaciones
S354C/T366W, la fusibn de CH1 monomérico, la cadéingida anti-PD1(0314)-cadena de
Fc de agujeros que contiene las mutaciones Y348BBS/AR368A/Y407V y la cadena ligera
anti-PD1(0314) permite la generacion de un hetaeredd, que incluye un ligando de 4-1BB

trimérico y un Fab de unién a FAP ensambladigsif@ 7, construccion 7.4).

La tabla 11 muestra las secuencias de ADNc y de aminoacidda delécula de union a
antigeno de fusiébn de Fc (kih) de ligando de 4-1B@mano (71-248)-PD1 (0314)
monovalente que contiene sobrecruzamiento de CHtdbLrestos cargados (construccion
7.4).

Tabla 11: Secuencias de la construccion 7.4 de mulda de fusion de Fc (kih) que
contiene ligando de 4-1BB humano (71-248) dirigida PD1 (0314) monovalente

SEQ ID | Descripcion Secuencia
NO:
139 secuencia deAGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
nucleétidos de 4- ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
1BBL hu | GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG

GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT]
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCT,
GCTGGCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCC
CCTGCCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTT]
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG

dimérico (71-
248)-CL* Fc de

cadena de pomo

==
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TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGACTGGGAGG
CGGCGGATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAGAAGGACCCG
AGCTGTCCCCTGACGATCCAGCCGGGCTGCTGGATCTGA
GACAGGGAATGTTCGCCCAGCTGGTGGCTCAGAATGTG
CTGCTGATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACTCCGACCCA
GGGCTGGCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGGACTGTCCTAC
AAAGAAGATACAAAAGAACTGGTGGTGGCTAAAGCTGG
GGTGTACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAACTGAGGCGGGT
GGTGGCTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTGTCCCTGGCTAT
GCATCTGCAGCCACTGCGCTCTGCAGCAGGGGCTGCAG
CACTGGCCCTGACTGTGGACCTGCCCCCAGCTTCTTCCG
AGGCCAGAAACAGCGCCTTCGGGTTCCAAGGACGCCTG
CTGCATCTGAGCGCCGGACAGCGCCTGGGAGTGCATCT
GCATACTGAAGCCAGAGCCCGGCATGCTTGGCAGCTGA
CTCAGGGGGCAACTGTGCTGGGACTGTTTCGCGTGACAC
CTGAGATCCCCGCTGGACTGGGCGGAGGCGGTTCCGGA
GGGGGAGGATCTCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTT
ATCTTCCCACCCAGCGACCGGAAGCTGAAGTCTGGCAC
AGCCAGCGTCGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTACCCCCG
CGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGC
AGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTGACCGAGCAGGA
CAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGA
CCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTAC
GCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTEG
ACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGCGACAAGACCCA
CACCTGTCCTCCATGCCCTGCCCCTGAAGCTGCTGGCG(
CCCTAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACAC
CCTGATGATCAGCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGT
GGTGGATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCA
ATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAATGCCAAG
ACCAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCG
TGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCT
GAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAG
CCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCC
CCCATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGTGGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG

\VIJ




182

CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAAC
TACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCE
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAA

140

secuencia deAGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
nucleétidos de 4F ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGG]

GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG
GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCT,
GCTGGCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCC
CCTGCCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTT]
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGACTGGGAGG
CGGAGGTTCCGGAGGCGGAGGATCTGCTAGCACAAAGG
GCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAGCA
CATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGGAA
GATTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAATTCT
GGCGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTEG
CTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCTCTGAGCAGCGTCGT(
ACAGTGCCCAGCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATC
TGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CGAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGC

==

uJ

133

1BBL hu
monomeérico (71
248)-CH1*
secuencia d

nucleétidos de

cadena Fc agujero

de anti-
PD1(0314)

levéase la Tabla 8
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A

S

L

134 secuencia devéase la Tabla 8
nucleétidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)

78 hu 4-1BBL| REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
dimérico (71-| SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
248)-CL* Fc de| RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
cadena de pomo EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT

QGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSREGPELSPDDH
GLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTG
GLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSV
SLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQG
RLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTA
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

79 hu 4-1BBL| REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
monomérico (71{ SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
248) — CH1* RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS

EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT
QGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSASTKGPSVFPL
PSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKY
DEKVEPKSC

82 cadena Fc agujeroséase la Tabla 8
anti-PD1(0314)

83 cadena ligera devéase laTabla 8
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20

25
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anti-PD1 (0314)

2.5 Preparacion de molécula de union a antigeno fiesion de Fc (kih) que contiene
trimero de ligando de 4-1BB (71-248) dirigida a PD{0314) con dominios CH1-CL

cruzados sin restos cargados (construccion 7.5)

Se clondé un polipéptido que contiene dos ectodamimle ligando de 4-1BB (71-248),
separados por enlazadores (G4S)2 y se fusionamonahio CL de IgG1 humano, tal como
se ilustra en ldigura 8C: ligando de 4-1BB humano, conector (G43igando de 4-1BB
humano, conector (G45)CL humano. Se clon6 un polipéptido que contiemectodominio
de ligando de 4-1BB (71-248) y fusionado al domi@iB de IgG1l humana, tal como se
describe en lagura 8D: ligando de 4-1BB humano, conector (GA4®)H humano.

Las secuencias de ADN de la region variable deragesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 0103t08e subclonaron en fase bien con la

cadena pesada constante del agujero o con la chgersaconstante de IgG1 humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hem introducido en la regién
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagagala union a receptores de Fc gamma

de acuerdo con el método descrito en el docume@d?012/130831.

La combinacion de la cadena de ligando diméricggbimo que contiene las mutaciones
S354C/T366W, la fusion de CH1 monomérico, la cadtrigida anti-PD1-cadena de Fc de
agujero que contiene las mutaciones Y349C/T366®ABKA07V y la cadena ligera anti-
PD1 permite la generacion de un heterodimero, mglayie un ligando de 4-1BB trimérico y

un Fab de unién a FAP ensambladagufa 7, construccion 7.5).

La tabla 12 muestra las secuencias de ADNc y daaidos de la molécula de unién a
antigeno de fusiéon de Fc (kih) de ligando de 4-1B@mano (71-248)-PD1 (0314)
monovalente que contiene sobrecruzamiento de CHZEi€lrestos cargados (construccion
7.5).

Tabla 12: Secuencias de la construccion 7.5 de muléa de fusion de Fc (kih) que
contiene ligando de 4-1BB humano (71-248) dirigida PD1 (0314) monovalente
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SEQ ID | Descripcion Secuencia

NO:

141 secuencia deAGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG
nucleétidos de 4+ ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
1BBL hu | GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG
dimérico (7L_GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGG

CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCT,
GCTGGCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCC
CCTGCCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTT]
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGACTGGGAGG
CGGCGGATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAGAAGGACCCG
AGCTGTCCCCTGACGATCCAGCCGGGCTGCTGGATCTGA
GACAGGGAATGTTCGCCCAGCTGGTGGCTCAGAATGTG
CTGCTGATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACTCCGACCCA
GGGCTGGCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGGACTGTCCTAC
AAAGAAGATACAAAAGAACTGGTGGTGGCTAAAGCTGG

GGTGTACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAACTGAGGCGGGT
GGTGGCTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTGTCCCTGGCTAT
GCATCTGCAGCCACTGCGCTCTGCAGCAGGGGCTGCAG
CACTGGCCCTGACTGTGGACCTGCCCCCAGCTTCTTCCG
AGGCCAGAAACAGCGCCTTCGGGTTCCAAGGACGCCTG
CTGCATCTGAGCGCCGGACAGCGCCTGGGAGTGCATCT
GCATACTGAAGCCAGAGCCCGGCATGCTTGGCAGCTGA
CTCAGGGGGCAACTGTGCTGGGACTGTTTCGCGTGACAC
CTGAGATCCCCGCTGGACTGGGCGGAGGCGGTTCCGGA
GGGGGAGGATCTCGTACGGTGGCCGCTCCCTCCGTGTT[T
ATCTTTCCCCCATCCGATGAACAGCTGAAAAGCGGCACC
GCCTCCGTCGTGTGTCTGCTGAACAATTTTTACCCTAGG
GAAGCTAAAGTGCAGTGGAAAGTGGATAACGCACTGCA
GTCCGGCAACTCCCAGGAATCTGTGACAGAACAGGACT

248)-CL Fc de

cadena de pomo

==
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CCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACACQ
TGTCTAAGGCTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACGCCT
GCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACA
AAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGACCCACAC

TTCTGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCT
GATGATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGG
TGGATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATT
GGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAATGCCAAGACC
AAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGT

TGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCC
TCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCC
ATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGT

TGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC

TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGA
GGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAA

142

secuencia

d

nucleotidos de 4

1BBL

monomeérico (71

248)-CH1

hu

EAGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCCGATGATCCTGCTGG

CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT]
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCT|
GCTGGCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCC
CCTGCCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTT]
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCCGGACTGGGAGG

CTGTCCCCCTTGTCCTGCCCCTGAAGCTGCTGGCGGCCE

GGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAA

GGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCG

AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC

L ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGCATGTTTGCTCAGCTGGT
GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTG
GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGE

==
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CGGAGGTTCCGGAGGCGGAGGATCTGCTAGCACCAAAG

GCCCTTCCGTGTTTCCTCTGGCTCCTAGCTCCAAGTCCACLC
CTCTGGAGGCACCGCTGCTCTCGGATGCCTCGTGAAGGA

TTATTTTCCTGAGCCTGTGACAGTGTCCTGGAATAGCGG

AGCACTGACCTCTGGAGTGCATACTTTCCCCGCTGTGCT
GCAGTCCTCTGGACTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGAC
AGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAGGTGGAACCCAAGTCTTGT

133

secuencia devéase la Tabla 8

nucleétidos de

cadena Fc agujero

de anti-

PD1(0314)

134

secuencia devéase la Tabla 8

de
cadena ligera d
anti-PD1(0314)

nucleétidos

D

80

hu 4-1BBL
dimérico (71-
248)-CL Fc de

cadena de pomo

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWOQLT

QGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSREGPELSPDDRA

GLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTG
GLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSV
SLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQG
RLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD

S
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15
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IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

81 hu 4-1BBL| REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
monomérico (71] SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
248) — CH1 RVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASS
EARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLT
QGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK

VDKKVEPKSC
82 cadena Fc agujero/éase la Tabla 8
anti-PD1(0314)
83 cadena ligera devéase la Tabla 8

anti- PD1(0314)

2.6 Preparacion de molécula de union a antigeno fiesion de Fc (kih) que contiene
trimero de ligando de 4-1BB (71-248) dirigida a PDX0314) bivalente con los
ligandos de 4-1BB diméricos y monomeéricos fusionaden el extremo C-terminal

de cada cadena pesada (construccion 7.6)

Se clond un polipéptido que contiene dos ectodamsimle ligando de 4-1BB (71-248),
separados por enlazadores (G4&8)extremo C-terminal de la cadena de Fc de agujer
IgG1 humana, tal como se ilustra erfitura 8E: Fc de agujero de IgG1l humana, conector
(G4S), ligando de 4-1BB humano, conector (G4S)jgando de 4-1BB humano. Un
polipéptido que contiene un ectodominio de ligamo 4-1BB (71-248) y fusionado al
extremo C-terminal de la cadena Fc pomo de IgGlamamtal como se describe eritara

8F. Fc pomo de IgG1 humana, conector (G4i)ando de 4-1BB humano.

Las secuencias de ADN de la region variable dermagesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 0103t08e subclonaron en fase bien con la
cadena pesada constante del agujero, con el porona ta cadena ligera constante de 1gG1l

humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hes introducido en la region
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constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala unidon a receptores de Fc gamma
de acuerdo con el método descrito en el documei@2?12/130831.

La combinacién de la cadena de ligando diméricoagejero de hulgG1l anti-PD1 que
contiene las mutaciones Y349C/T366S/L368A/Y407\Vcddena de ligando monomérico de
pomo de hulgG1 anti-PD1 que contiene las mutaci®&3e<C/T366W y la cadena ligera anti-
PD1 permite la generacion de un heterodimero, mglayie un ligando de 4-1BB trimérico y

dos Fab de union a PD1 ensambladigsia 7, construccion 7.6).

La tabla 13 muestra las secuencias de ADNc y deauidos de la construccion 7.6 de
molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) bivalente (trimero separado de PD1 con 2dréibPD1, ligando de 4-1BB dimérico y

monomerico fusionado en el extremo C-terminal daaadena pesada, respectivamente).

Tabla 13: Secuencias de molécula de fusién de Fah)kque contiene ligando de 4-1BB
humano (71-248) dirigida a PD1 (0314) bivalente (ostruccién 7.6)

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
143 secuencia de GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA

nucledtidos de | GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAGE
GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT

ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTG
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCAC
AGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTC
CGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGG
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAG
CAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGT

cadena de Fc
agujero de anti-
PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-248)
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GCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGG
ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCA
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
GCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGT
GAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTGGAGGCGGCGGAAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGA
GGGCCCTGAGCTGAGCCCTGATGATCCTGCCGGACTGCI
GGACCTGCGGCAGGGAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCC
AGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACA
GCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGC
CTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGC
CAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACT]
GCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGT
CTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTG
GCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCTG
CCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAA
GGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGG
AGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCT
GGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTC
AGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCAGGCCTGGGAGGCGG
CGGATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAGAAGGACCCGAGC
TGTCCCCCGACGATCCCGCTGGGCTGCTGGATCTGAGACL
AGGGCATGTTCGCTCAGCTGGTGGCTCAGAATGTGCTGC
TGATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACTCCGACCCAGGGCE
TGGCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGGACTGTCCTACAAA
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GAAGATACAAAAGAACTGGTGGTGGCTAAAGCTGGGGT
GTACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAACTGAGGCGGGTGGT
GGCTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTGTCCCTGGCTCTGC
TCTGCAGCCACTGCGCTCTGCAGCAGGGGCTGCAGCAC
GGCCCTGACTGTGGACCTGCCCCCAGCTTCTTCCGAGG(
CAGAAACAGCGCCTTCGGGTTCCAAGGACGCCTGCTGC
ATCTGAGCGCCGGACAGCGCCTGGGAGTGCATCTGCAT
ACTGAAGCCAGAGCCCGGCATGCTTGGCAGCTGACTCA
GGGGGCAACTGTGCTGGGACTGTTTCGCGTGACACCTG
GATCCCAGCCGGGCTC

144

secuencia de
nucleoétidos de
cadena de Fc
pomo de anti-
PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL
monomerico (71-
248)

GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA
GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAG
GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT
ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
GCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGC
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAG
CAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGC
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC]
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC
GAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGLCCCCCA

= >

P

a7
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TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGA
GCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAA
GGGCTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCAcCCcccC
CCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCC
AAACTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAA
CGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACA
ACCACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGC
GGAGGCGGCGGAAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGG
GCCCTGAGCTGAGCCCTGATGATCCTGCCGGACTGCTG!
ACCTGCGGCAGGGAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCCAG

AACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGC

GATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCT
AGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAA

GGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCG
GAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTC
GGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTGGCG(

CGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAG

CAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCA
GGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTG
CATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCA
GCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAG
GACCCCCGAGATTCCTGCCGGGCTC

uJ

D

134 secuencia de véase la Tabla 8
nucledtidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)
86 cadena de Fc EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQ/

agujero de anti-
PD1 (0314)
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-248)

PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI(
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSY
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD

\
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GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMF
QLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSA
AGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGS
GGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDG
PLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVF
FQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVD
LPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARH
AWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

A

87

cadena de Fc

pomo de anti-PD1

(0314) fusionada
a hu 4-1BBL
monomeérico (71-
248)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQA
PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI(C
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSY
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTK
NQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMF
QLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSA
AGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

\

A

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 8
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2.7 Preparacion de moléculas de union a antigeno dasion de Fc (kih) que

contiene trimero de ligando de 4-1BB (71-248) diriga a PD1 (0314) monovalentes
con los ligandos de 4-1BB diméricos y monoméricoadionados en el extremo C-
terminal de cada cadena pesada (cadena de pomo ettid’D1, construcciones 7.11
y 7.12)

Se subclond un polipéptido que contiene dos ectadosde ligando 4-1BB separados por
enlazadores (G4S)2 en fase con el extremo C-tefmiéneadena Fc agujero o pomo de IgG1
humana, como se ilustra Enfigura 9A: Fc de IgG1 humana, conector (G43pando de 4-
1BB humano, conector (G4S)igando de 4-1BB humano. Se subclond un polipéptjue
contiene un ectodominio de ligando 4-1BB en faseal@xtremo C-terminal de la cadena Fc
pomo o agujero de IgG1 humana como se descrida &gura 9B: Fc de IgG1l humana,
conector (G4S) ligando de 4-1BB humano.

Las secuencias de ADN de la region variable der@agesada y ligera que codifican una
molécula de unidn especifica para PD1, clon 03d4ubclonaron en fase bien con la cadena

pesada constante del pomo o con la cadena ligastarite de IgG1 humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hes introducido en la region
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala unidon a receptores de Fc gamma
de acuerdo con el método descrito en el docume@d®012/130831.

La combinacién de la cadena de agujero de IgGl hantae contenia las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V, la cadena de pomo de Idgalde anti-PD1 que contenia las
mutaciones S354C/T366W y la cadena ligera de dxi-Permite la generacién de un

heterodimero, que incluye un ligando 4-1BB trimémnsamblado y un Fab de uniéon a PD1
(figuras 9C y D, construcciones 7.11y 7.12).

La tabla 14 muestra las secuencias de ADNc y deaaunidos de la construccion 7.11 de
molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) monovalente (trimero separado de PD1 cdrabnanti-PD1, ligando 4-1BB dimérico
fusionado en el extremo C-terminal de la cadenadtgero y ligando 4-1BB monomérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadendeHaomo).
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Tabla 14: Secuencias de molécula de fusién de Féhkque contiene ligando de 4-1BB
humano (71-248) dirigida a PD1 (0314) monovalentednstruccion 7.11)

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
145 secuencia de GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA

nucledtidos de
cadena Fc agujer

de ligando

dimérico (71-248)

AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
HACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC

ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTGGAGGCGGCGGA
AGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGGGCCCTGAGCTGAG
CCCTGATGATCCTGCCGGACTGCTGGACCTGCGGCAGGG
AATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCCAGAACGTGCTGCTGAT
CGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATCCTGGACTGGC
TGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCTACAAAGAGG
ACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCGGCGTGTAC
TACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAGTGGTGGCC
GGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCCCTGCATCTG
CAGCCTCTGAGATCTGCTGCTGGCGCCGCTGCTCTGGCA
CTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCAGCGAGGCCCG
GAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTGCTGCACCT
GTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCTGCACACAG
AGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGACACAGGGC
GCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCCCCGAGATT
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CCAGCAGGCCTGGGAGGCGGCGGATCTGGCGGCGGAG
ATCTAGAGAAGGACCCGAGCTGTCCCCCGACGATCCCG
CTGGGCTGCTGGATCTGAGACAGGGCATGTTCGCTCAG(
TGGTGGCTCAGAATGTGCTGCTGATTGACGGACCTCTGA
GCTGGTACTCCGACCCAGGGCTGGCAGGGGTGTCCCTG
ACTGGGGGACTGTCCTACAAAGAAGATACAAAAGAACT
GGTGGTGGCTAAAGCTGGGGTGTACTATGTGTTTTTTCA
GCTGGAACTGAGGCGGGTGGTGGCTGGGGAGGGCTCA(
GATCTGTGTCCCTGGCTCTGCATCTGCAGCCACTGCGCT
CTGCAGCAGGGGCTGCAGCACTGGCCCTGACTGTGGAC

GGGTTCCAAGGACGCCTGCTGCATCTGAGCGCCGGACA
GCGCCTGGGAGTGCATCTGCATACTGAAGCCAGAGCCC
GGCATGCTTGGCAGCTGACTCAGGGGGCAACTGTGCTG
GGACTGTTTCGCGTGACACCTGAGATCCCAGCCGGGCT(

CTGCCCCCAGCTTCTTCCGAGGCCAGAAACAGCGCCTTC

G

144

secuencia de
nucleodtidos de
cadena de Fc
pomo de anti-
PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL
monomerico (71-
248)

véase la Tabla 13

134

secuencia de
nucleatidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)

véase la Tabla 8

88

cadena de ligand
dimérico (71-248)

de Fc agujero

PDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAK
GQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEV
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGP

{
E
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LSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGAT
VLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLP
LRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSY
KEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLAL
HLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIP
AGL

87

cadena de Fc

pomo de anti-PD1

(0314) fusionada
a hu 4-1BBL
monomerico (71-
248)

véase la Tabla 13

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 8

La tabla 15 muestra las secuencias de ADNc y deaaunidos de la construccion 7.12 de
molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) monovalente (trimero separado de PD1 cdrabnanti-PD1, ligando 4-1BB dimérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadengdino y ligando 4-1BB monomérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadendeFagujero).

Tabla 15: Secuencias de molécula de fusién de Féhkque contiene ligando de 4-1BB
humano (71-248) dirigida a PD1 (0314) monovalentednstruccion 7.12)

SEQ ID | Descripcion Secuencia
NO:
146 secuencia de GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA

nucledtidos de
cadena Fc agujer

AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
HACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
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de ligando
monomeérico (71-
248)

CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC

ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAGAGAGGGCCCT
GAGCTGAGCCCTGATGATCCTGCCGGACTGCTGGACCT(
CGGCAGGGAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCCAGAACGT
GCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATC(
TGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCT
CAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCG
GCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAG
TGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCC

TGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTGGCGCCGCTG

CTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCAGC(C
AGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTG
CTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCT
CACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGAG
ACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCC
CCGAGATTCCTGCCGGGCTC

G)

147

secuencia de
nucleoétidos de
cadena de Fc
pomo de anti-
PD1(0314)
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico

GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA
GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAG
GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
GGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT
ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
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(71-248)

ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
GCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGC
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAG
CAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGC

CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC]
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC
GAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG

CGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC

ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA

CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGLCCCCCA

TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA

GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGA

GCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAA
GGGCTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCC

CCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCC
AAACTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAA
CGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACA
ACCACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGC

AGAGAGGGCCCTGAGCTGAGCCCTGATGATCCTGCCGG
ACTGCTGGACCTGCGGCAGGGAATGTTTGCCCAGCTGG]
GGCCCAGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCT(
GTACAGCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAG(
CGGCCTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGG
TGGCCAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGG
AACTGCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCT
GTGTCTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCT,
GCTGGCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCC

pd

a7
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CCTGCCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTT]
CAAGGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCT]
GGGAGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACG
CCTGGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTG
TTCAGAGTGACCCCCGAGATTCCAGCAGGCCTGGGAGG

AGCTGTCCCCCGACGATCCCGCTGGGCTGCTGGATCTG
GACAGGGCATGTTCGCTCAGCTGGTGGCTCAGAATGTG(
TGCTGATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACTCCGACCCAG
GGCTGGCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGGACTGTCCTAC
AAGAAGATACAAAAGAACTGGTGGTGGCTAAAGCTGGG
GTGTACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAACTGAGGCGGGTG
GTGGCTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTGTCCCTGGCTCT
CATCTGCAGCCACTGCGCTCTGCAGCAGGGGCTGCAGC
ACTGGCCCTGACTGTGGACCTGCCCCCAGCTTCTTCCGA
GGCCAGAAACAGCGCCTTCGGGTTCCAAGGACGCCTGC
TGCATCTGAGCGCCGGACAGCGCCTGGGAGTGCATCTG
CATACTGAAGCCAGAGCCCGGCATGCTTGGCAGCTGAC
TCAGGGGGCAACTGTGCTGGGACTGTTTCGCGTGACAC(

CGGCGGATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAGAAGGACCCG

A

TGAGATCCCAGCCGGGCTC
134 secuencia de véase la Tabla 8
nucledtidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)
89 cadena de IigandoDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC

monomerico (71-
248) de Fc

agujero

VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAK
GQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEV
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLS
YKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLA
LHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLL
HLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEI
PAGL

{
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920 cadena de Fc | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQA
pomo de anti-PD] PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
(0314) fusionada | QUNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTK
NQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYV
FFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTV
DLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSREGPE
LSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGAT
VLGLFRVTPEIPAGL

a hu 4-1BBL
dimérico (71-248)

\

83 cadena ligera de | véase la Tabla 8
anti-PD1 (0314)

2.8 Preparacion de moléculas de union a antigeno dasion de Fc (kih) que

contiene trimero de ligando de 4-1BB (71-248) diriga a PD1 (0314) monovalentes
con los ligandos de 4-1BB diméricos y monoméricoasionados en el extremo C-
terminal de cada cadena pesada (cadena de agujern anti-PD1, construcciones
7.13y 7.14)

Se subclond un polipéptido que contiene dos ectadosde ligando 4-1BB separados por
enlazadores (G4S)2 en fase con el extremo C-teliéneadena Fc agujero o pomo de IgG1
humana, como se ilustra nfigura 9A: Fc de IgG1 humana, conector (G43pando de 4-
1BB humano, conector (G4S)igando de 4-1BB humano. Se subclond un polipéptjue
contiene un ectodominio de ligando 4-1BB en fasea@xtremo C-terminal de la cadena Fc
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pomo o agujero de IgG1l humana como se descrida &gura 9B: Fc de IgG1l humana,
conector (G4S) ligando de 4-1BB humano.

Las secuencias de ADN de la region variable deragesada y ligera que codifican una
molécula de union especifica para PD1, clon 03d4ubclonaron en fase bien con la cadena

pesada constante del agujero o con la cadena tigastante de IgG1 humana.

Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala hem introducido en la regién
constante de las cadenas de pomos y agujeroshpagaala union a receptores de Fc gamma

de acuerdo con el método descrito en el docume@d?012/130831.

La combinacion de la cadena de agujero de IgGl hanamti-PD1 que contenia las
mutaciones Y349C/T366S/L368A/ Y407V, la cadena dm@ de IgG1l hu que contenia las
mutaciones S354C/T366W y la cadena ligera de dnii-Permite la generaciéon de un
heterodimero, que incluye un ligando 4-1BB trimémnsamblado y un Fab de union a PD1

(figuras 10A y B, construcciones 7.13 y 7.14).

La tabla 16 muestra las secuencias de ADNc y deaanidos de la construccion 7.13 de
molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) monovalente (trimero separado de PD1 cdrabnanti-PD1, ligando 4-1BB dimérico
fusionado en el extremo C-terminal de la cadenadtgero y ligando 4-1BB monomérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadendeHazomo).

Tabla 16: Secuencias de molécula de fusion de Fah(kque contiene ligando de 4-1BB
humano (71-248) dirigida a PD1 (0314) monovalentednstruccion 7.13)

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
143 secuencia de véase la Tabla 13

nucledtidos de

[®)

cadena Fc agujer
de ligando
dimérico (71-248)
de anti-
PD1(0314)
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148

secuencia de
nucleoétidos de
cadena de Fc
pomo fusionada 3
hu 4-1BBL
monomeérico (71-
248)

GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA

AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC

ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAAGGGCTTCTACCG
CCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGA
CAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCCAAACTGACCGT,
GGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCT]
GCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACC
CAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCGGAGGCGGCGEH
AAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGGGCCCTGAGCTGA
GCCCTGATGATCCTGCCGGACTGCTGGACCTGCGGCAGG
GAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCCAGAACGTGCTGCTGA
TCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATCCTGGACTGG
CTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCTACAAAGAG
GACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCGGCGTGTA
CTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAGTGGTGGC
CGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCCCTGCATCT
GCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTGGCGCCGCTGCTCTGGL
ACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCAGCGAGGCCC
GGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTGCTGCACC
TGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCTGCACACA
GAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGACACAGGG
CGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCCCCGAGAT
TCCTGCCGGGCTC

134

secuencia de

nucleétidos de

cadena ligera de

véase la Tabla 8
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anti-PD1(0314)

86

anti-PD1(0314)
cadena de ligando
dimérico (71-248)
de Fc agujero

véase la Tabla 13

91

cadena de Fc
pomo fusionada 3
hu 4-1BBL
monomeérico (71-
248)

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSRE
GPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSD
PGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRV
VAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGL

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 8

La tabla 17 muestra las secuencias de ADNc y deaaunidos de la construccion 7.14 de

molécula de fusion de Fc (kih) que contiene trimgeoligando de 4-1BB dirigida a PD1
(0314) monovalente (trimero separado de PD1 cdrabnanti-PD1, ligando 4-1BB dimérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadengdino y ligando 4-1BB monomérico

fusionado en el extremo C-terminal de la cadendeFagujero).

Tabla 17: Secuencias de molécula de fusién de Féhkque contiene ligando de 4-1BB
humano (71-248) dirigida a PD1 (0314) monovalentednstruccion 7.14)

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
149 secuencia de GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGACTGGTCCA

nucleétidos de

GCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCTTGCGCCGCTTCAG
GTTCAGCTTTTCCTCTTACACCATGAGTTGGGTCAGACA
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cadena Fc agujer
de ligando
monomerico (71-
248) de anti-
PD1(0314)

DGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCA
GCGGTGGCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTGA
AAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTCAAAGAAT

ACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAT
ACAGCAGTTTACTACTGTGTGCTCCTGACCGGCCGCGTC
TATTTTGCCCTTGACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTG
ACCGTATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTG

AGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCT
CGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTG!
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAG
CAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACC
ACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGG
ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCA

GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
GCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGT
GAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTGGAGGCGGCGGAAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGA
GGGCCCTGAGCTGAGCCCTGATGATCCTGCCGGACTGC
GGACCTGCGGCAGGGAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCC
AGAACGTGCTGCTGATCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACA
GCGATCCTGGACTGGCTGGCGTGTCACTGACAGGCGGC

CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCAC

GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG

O)’

D
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CTGAGCTACAAAGAGGACACCAAAGAACTGGTGGTGGC
CAAGGCCGGCGTGTACTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACT,
GCGGAGAGTGGTGGCCGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGT
CTCTGGCCCTGCATCTGCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTG
GCGCCGCTGCTCTGGCACTGACAGTGGATCTGCCTCCT(
CCAGCAGCGAGGCCCGGAATAGCGCATTTGGGTTTCAA
GGCAGGCTGCTGCACCTGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGG
AGTGCATCTGCACACAGAGGCCAGGGCTAGACACGCCT
GGCAGCTGACACAGGGCGCTACAGTGCTGGGCCTGTTC
AGAGTGACCCCCGAGATTCCTGCCGGGCTC

p

150

secuencia de
nucleoétidos de
cadena de Fc
pomo fusionada 3
hu 4-1BBL
dimérico (71-248)

GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA
AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA

ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT

CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC

ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAAGGGCTTCTACCG
CCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGA

CAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCCAAACTGACCGT]
GGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCT
GCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACC
CAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCGGAGGCGGLCG!
AAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGGGCCCTGAGCTGA
GCCCTGATGATCCTGCCGGACTGCTGGACCTGCGGCAG
GAATGTTTGCCCAGCTGGTGGCCCAGAACGTGCTGCTGA
TCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATCCTGGACTGC
CTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCTACAAAGAG
GACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCGGCGTGTA
CTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAGTGGTGGC

CGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCCCTGCATCT
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GCAGCCTCTGAGATCTGCTGCTGGCGCCGCTGCTCTGGL
ACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCAGCGAGGCCC
GGAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTGCTGCACC
TGTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCTGCACACA
GAGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGACACAGGG
CGCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCCCCGAGAT
TCCAGCAGGCCTGGGAGGCGGCGGATCTGGCGGCGGAG
GATCTAGAGAAGGACCCGAGCTGTCCCCCGACGATCCC
GCTGGGCTGCTGGATCTGAGACAGGGCATGTTCGCTCAG
CTGGTGGCTCAGAATGTGCTGCTGATTGACGGACCTCTG
AGCTGGTACTCCGACCCAGGGCTGGCAGGGGTGTCCCT]
GACTGGGGGACTGTCCTACAAAGAAGATACAAAAGAAC

TGGTGGTGGCTAAAGCTGGGGTGTACTATGTGTTTTTTC
AGCTGGAACTGAGGCGGGTGGTGGCTGGGGAGGGCTCA
GGATCTGTGTCCCTGGCTCTGCATCTGCAGCCACTGCGC
TCTGCAGCAGGGGCTGCAGCACTGGCCCTGACTGTGGA
CCTGCCCCCAGCTTCTTCCGAGGCCAGAAACAGCGCCTT
CGGGTTCCAAGGACGCCTGCTGCATCTGAGCGCCGGAC
AGCGCCTGGGAGTGCATCTGCATACTGAAGCCAGAGCC
CGGCATGCTTGGCAGCTGACTCAGGGGGCAACTGTGCTG
GGACTGTTTCGCGTGACACCTGAGATCCCAGCCGGGCTC

134 secuencia de véase la Tabla 8
nucledtidos de
cadena ligera de
anti-PD1(0314)
92 anti-PD1(0314) | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQA

cadena de ligandc
monomeérico (71-
248) de Fc

agujero

Hn PGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDSWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

\
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DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMF
QLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSA
AGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

A

93

cadena Fc pomo
fusionada a 4-
1BBL hu
dimérico (71-248)

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSRE
GPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSD
PGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRYV
VAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRL
LHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGL

83

cadena ligera de
anti-PD1 (0314)

véase la Tabla 8

2.9 Preparacion de moléculas de unién a antigeno diesion de Fc que contienen

trimero de ligando de 4-1BB humano no dirigidas (miéculas de control)

Las moléculas de control se prepararon como se$eitb anteriormente para las moléculas

de union a antigeno dirigidas a PD1, con la unifm@ehcia de que la molécula de unién anti-

PD1 (VH y VL) se reemplazé por un control de ligeaminal, denominado DP47, que no se

une al antigeno.

El control B es una molécula de union a antigend-d€kih) de ligando 4-1BB (71-254)

humano trimérico monovalente no dirigidag@ra 11A) que contenia un sobrecruzamiento
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CH-CL con restos cargados. Corresponde con larmeshn 7.1, aunque las secuencias de
ADN de la region variable de cadena pesada y ligerda molécula de unién a PD1 se
reemplazaron con las del control de linea germ{iDBK7) y se subclonaron en fase bien con

la cadena pesada constante del agujero o la clderaconstante de IgG1 humana.

Se prepard un control C de variante bivalefigrifa 11B) en analogia con las construcciones
bivalentes 7.3 y 7.6 y se preparé un control D deamte monovalentefigura 11C) en
analogia con la construccion 7.3 (que contienegiameto de ligando 4-1BB (71-248)), con la
Unica diferencia de que la molécula de unién abtl-KFVH y VL) se reemplaz6é por un

control de linea germinal, denominado DP47, qusenone al antigeno.

La tabla 18 muestra las secuencias de ADNc y daaiidos de la molécula de unién a
antigeno de fusion de Fc (kih) que contiene trinteréigando de 4-1BB (71-254) no dirigido
a DP47 con sobrecruzamiento CH1-CL y restos caggaddos brazos que contienen ligando

de 4-1BB (control B).

Tabla 18: Secuencias de molécula de union a antigede fusion Fc(kih) que contiene

trimero 4-1BB (71-254) no dirigido a DP-47 (trimera4-1BBL separado de DP47),
control B
SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
131 secuencia de véase la Tabla 8
nucleotidos de 4-
1BBL hu
dimérico (71-
254)-CL* Fc de
cadena de pomo
132 secuencia de véase la Tabla 8

nucledétidos de 4-
1BBL hu
(71-254)
monomerico—
CH1*

151 secuencia de GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACA
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nucleétidos de
cadena de Fc
agujero de DP47

GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGG
ATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA
GGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTA
GTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAAC
ACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGA
CACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGCAGCGGATTTGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
TAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA
AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

)

152

secuencia de

nucleétidos de

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTG
TCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGT
CAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAG
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cadena ligera de
DP47

AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCA
TCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGG

CAGTGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAG
ACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCA

GTATGGTAGCTCACCGCTGACGTTCGGCCAGGGGACCA
AAGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCT
TCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA

CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAG
AGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCC
AATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGAC
AGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACG

CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCA
CAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

74 hu 4-1BBL véase la Tabla 8
dimérico (71-
254)-CL* Fc de
cadena de pomo
75 hu 4-1BBL véase la Tabla 8
monomeérico (71-
254) — CH1*
153 cadena Fc agujefdEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQA
de DP47 PGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK
154 cadena ligera de| EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKH

DP47

GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDF
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AVYYCQQYGSSPLTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

La tabla 19 muestra las secuencias de ADNc y deaauidos de la molécula de control C de
fusion de Fc (kih) de ligando de 4-1BB triméricd{Z54) separado no dirigido de DP47

bivalente.

5 Tabla 19: Secuencias de la molécula de fusiéon de ¢kth) que contiene ligando de 4-1BB
humano (71-254) no dirigida de DP47 bivalente, comtl C

SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
155 secuencia de GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACA

nucleatidos de
cadena de Fc
agujero de DP47
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-254)

GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCG
ATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA
GGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTA
GTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAAC
ACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGA
CACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGCAGCGGATTTGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
TAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCA(

CAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTGGGCT

GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTG]
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACC
TTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGGCCTGTATAGCCTG
AGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAGCAGCCTGGGCAC
CAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAA

CACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCG
ACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
GCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT(
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGA
GGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC

G

)

uJ
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ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGT
CTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTGGAGGCGGCGGAA
GCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGGGCCCTGAGCTGAGC
CCCGATGATCCTGCTGGACTGCTGGACCTGCGGCAGGGLC
ATGTTTGCTCAGCTGGTGGCCCAGAACGTGCTGCTGATC
GATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATCCTGGACTGGCT
GGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCTACAAAGAGGA
CACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCGGCGTGTACT
ACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAGTGGTGGCCG
GCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCCCTGCATCTGC
AGCCTCTGAGAAGCGCTGCTGGCGCTGCAGCTCTGGCAL
TGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCTCCGAGGCCCGGA
ATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTGCTGCACCTGT]
CTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCTGCACACAGAG
GCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGACACAGGGCGC
TACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCCCCGAGATTCC
AGCCGGCCTGCCTTCTCCAAGAAGCGAAGGCGGAGGCEG
GATCTGGCGGCGGAGGATCTAGAGAGGGACCCGAACTG
TCCCCTGACGATCCAGCCGGGCTGCTGGATCTGAGACAG
GGAATGTTCGCCCAGCTGGTGGCTCAGAATGTGCTGCTG
ATTGACGGACCTCTGAGCTGGTACTCCGACCCAGGGCT(
GCAGGGGTGTCCCTGACTGGGGGACTGTCCTACAAAGA
AGATACAAAAGAACTGGTGGTGGCTAAAGCTGGGGTGT

ACTATGTGTTTTTTCAGCTGGAACTGAGGCGGGTGGTGG
CTGGGGAGGGCTCAGGATCTGTGTCCCTGGCTCTGCATC
TGCAGCCACTGCGCTCTGCTGCTGGCGCAGCTGCACTGEG

a7
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CTCTGACTGTGGACCTGCCACCAGCCTCTAGCGAGGCCA
GAAACAGCGCCTTCGGGTTCCAAGGACGCCTGCTGCATC
TGAGCGCCGGACAGCGCCTGGGAGTGCATCTGCATACT
GAAGCCAGAGCCCGGCATGCTTGGCAGCTGACTCAGGG
GGCAACTGTGCTGGGACTGTTTCGCGTGACACCTGAGAT
CCCTGCCGGACTGCCAAGCCCTAGATCAGAA

156

secuencia de
nucleatidos de
cadena de Fc
pomo de DP47
fusionada a hu 4-
1BBL
monomeérico (71-
254)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACA
GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGG
ATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA
GGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTA
GTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAAC
ACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGA
CACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGCAGCGGATTTGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
TAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA
AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCCTGCAGAGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTCAAGGGCTTCTACC
CCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGA

)
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CAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACTCCAAACTGACCGT,
GGACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCT]
GCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACC
CAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCGGAGGLCGGLCG(
AAGCGGAGGAGGAGGATCCAGAGAGGGCCCTGAGCTGA
GCCCCGATGATCCTGCTGGACTGCTGGACCTGCGGCAG
GCATGTTTGCTCAGCTGGTGGCCCAGAACGTGCTGCTGA
TCGATGGCCCCCTGTCCTGGTACAGCGATCCTGGACTG(
CTGGCGTGTCACTGACAGGCGGCCTGAGCTACAAAGAG
GACACCAAAGAACTGGTGGTGGCCAAGGCCGGCGTGTA
CTACGTGTTCTTTCAGCTGGAACTGCGGAGAGTGGTGGC

CGGCGAAGGATCTGGCTCTGTGTCTCTGGCCCTGCATCT

GCAGCCTCTGAGAAGCGCTGCTGGCGCTGCAGCTCTGG
ACTGACAGTGGATCTGCCTCCTGCCAGCTCCGAGGCCC(
GAATAGCGCATTTGGGTTTCAAGGCAGGCTGCTGCACCT]
GTCTGCCGGCCAGAGGCTGGGAGTGCATCTGCACACAG
AGGCCAGGGCTAGACACGCCTGGCAGCTGACACAGGGC

GCTACAGTGCTGGGCCTGTTCAGAGTGACCCCCGAGATT

CCAGCCGGCCTGCCTTCTCCAAGAAGCGAA

u/

\

a7

Cc

152 secuencia de véase la Tabla 18
nucledtidos de
cadena ligera de
DP47
157 cadena de Fc EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVRQA

agujero de DP47
fusionada a hu 4-
1BBL dimérico
(71-254)

PGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAI
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPH
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFI
LVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAK
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AGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLH
TEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLI
DGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYY
VFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALT
VDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARA
RHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

158

cadena de Fc
pomo de DP47
fusionada a hu 4-
1BBL
monomerico (71-
254)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAI
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPF
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLY
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAK
AGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLH
TEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

154

cadena ligera de
DP47

véase la Tabla 18

La tabla 20muestra, respectivamente, las secuencias de ADddcaminoacidos de la
fusion de Fc (kih) de ligando de 4-1BB triméricd {Z48) separado no dirigido de DP47

monovalente que contenia CH-CL cruzados con resigsdos, control D.

5 Tabla 20: Secuencias de ADNc y de aminoacidos desittn de Fc (kih) de ligando de 4-
1BB humano trimérico (71-248) separado no dirigidale DP47 monovalente con cruce

CH-CL y con restos cargados (control D). * restosargados

A
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SEQ ID Descripcion Secuencia

NO:

139 secuencia de nucleotidos de 4-1BBL hu| véase la Tabla 11
dimérico (71-248)-CL* Fc de cadena de
pomo

140 secuencia de nucleotidos de 4-1BBL hu| véase la Tabla 11
monomerico (71-248)-CH1*

151 secuencia de nucleotidos cadena de Fc| véase la Tabla 18
agujero de DP47

152 secuencia de nucleétidos de cadena ligergase la Tabla 18
de DP47

78 hu 4-1BBL dimérico (71-254)-CL* Fc de| véase la Tabla 11
cadena de pomo

79 hu 4-1BBL monomérico (71-254) — CH1} véase laladl

153 cadena Fc agujero de DP47 véase la Tabla 18

154 cadena ligera de DP47 véase la Tabla 18

2.10 Preparacion de moléculas de unién a antigence dgG1l humanas como

controles

Una molécula de control adicional (control F) usaddos ensayos fue una IgG1 humana de

control de linea germinal de DP47 no dirigida, quatenia las mutaciones Pro329Gly,

Leu234Ala y Leu235Ala, para abrogar la unién a pemes de Fc gamma de acuerdo con el

método descrito en la Publicaciéon de Solicitud defte Internacional n.° WO 2012/130831.

La tabla 21 muestra las secuencias de ADNc y daaduidos de la hulgGl PGLALA de
DP47 no dirigida (control F).

Tabla 21: Secuencias de hulgG1 de DP47 no dirigiqaontrol F)
SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
159 secuencia de GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACA

nucledtidos de | GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCG
ATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA

G
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cadena pesada d
DP47 (hu IgG1
PGLALA)

pGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTA
GTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAAC
ACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGA
CACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGCAGCGGATTTGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTG
TAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA
AGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

)

152

secuencia de
nucleétidos de

cadena ligera de

véase la Tabla 18
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DP47

160

cadena pesada d
DP47 (hu IgG1
PGLALA)

eEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPR
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFK
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

154

cadena ligera de
DP47

véase la Tabla 18

La tabla 22 muestra las secuencias de ADNc y de aminoacidde loielgG1l PGLALA anti-
PD1 (clon 0314), es decir, control M.

Tabla 22: Secuencias de ADNc y de aminoacidos del$pG1l PGLALA anti-PD1 (0314)

(control M)
SEQ ID Descripcion Secuencia
NO:
161 secuencia de nucleétidos| GAAGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGGGGAC

de cadena pesada de
PD1(0314) (hulgG1
PGLALA)

TGGTCCAGCCCGGCGGTTCCCTGAGGCTGTCT]
TGCGCCGCTTCAGGGTTCAGCTTTTCCTCTTAC
ACCATGAGTTGGGTCAGACAGGCACCTGGCAA
GGGACTGGAGTGGGTCGCCACAATCAGCGGTG
GCGGGCGCGACATTTATTACCCAGATTCCGTG
AAAGGACGGTTCACCATCTCTAGGGACAACTC
AAAGAATACTCTGTATTTGCAGATGAACAGCC

TGAGAGCTGAGGATACAGCAGTTTACTACTGT
GTGCTCCTGACCGGCCGCGTCTATTTTGCCCTT
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GACTCCTGGGGACAAGGCACTCTGGTGACCGT]
ATCTAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCT
TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
GGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAA
GGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGT
GGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCAC
ACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTC
CAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACA
AAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT
GAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTA
CAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCT
CGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAG
CCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGG
CTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCT,
CATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC
CACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCC
GGGTAAA

134 secuencia de nucledtidos| véase la Tabla 8
de cadena ligera de anti-
PD1(0314)
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162 cadena pesada de EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTNI
PD1(0314) (hulgG1 SWVRQAPGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGR
PGLALA) FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVLLT

GRVYFALDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCP
APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
GAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK
83 cadena ligera de anti-PD1 véase la Tabla 8
(0314)
Ejemplo 3

Produccion y purificacion de moléculas de unién ardaigeno de fusién Fc de
ligando 4-1BB trimérico dividido dirigidas anti-PD1 monovalentes y bivalentes y

de moléculas de control

Las secuencias que codifican la molécula de fusgRc (kih) de ligando de 4-1BB trimérico

separado dirigida y no dirigida se clonaron en ector plasmidico, que dirige la expresion de
la insercion a partir de un promotor de MPSV y morg una secuencia de poliA sintética
situada en el extremo 3' del CDS. Ademas, el veatotiene una secuencia OriP de EBV

para el mantenimiento episomico del plasmido.

Las moléculas de fusion de Fc (kih) de ligando €éBB trimérico separado se produjeron
cotransfectando células HEK293-EBNA con los vedtate expresion en mamiferos usando
polietilenimina. Las células se transfectaron am dorrespondientes vectores de expresion.
Para las construcciones 7.1, 7,2, 7,4, 7.6 y laggpondientes moléculas de control, control
B y D, a una proporcion de 1:1:1:1 (“vector de cadee Fc agujero”: “vector de cadena
ligera de PD1”: “vector de cadena Fc pomo”: “veaercadena ligera de 4-1BBL"). Para las
construcciones 7.3, 7,6, 7,11, 7,12, 7,13, 7.14 goetrol C, a una proporcion de 1:1:1
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(“vector de cadena Fc agujero”. “vector de cadeagp®&mo”: “vector de cadena ligera de
anti-PD1"). Las IgG humanas, usadas como contre@l @msayo, se produjeron como para las
construcciones biespecificas (para la transfecs@a se usaron un vector para la cadena

ligera y un vector para la cadena pesada a unamiop de 1:1).

Para la produccion en matraces agitados de 50@arsembraron 300 millones de células
HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Rararansfeccion, las células se
centrifugaron durante 10 minutos a 210 x g y elresaddante se reemplazé por 20 ml de
medio CD CHO precalentado. Los vectores de exprd&@0ug de ADN total) se mezclaron
en 20 ml de medio CD CHO. Después de la adiciob4feul de PEI, la solucion se agitd
vorticialmente durante 15 segundos y se incub6rdeir0 minutos a temperatura ambiente.
Después, las células se mezclaron con la solu@OhN/PEI, se transfirieron a un matraz
agitado de 500 ml y se incubaron durante 3 hof&& € en un incubador con una atmosfera
de CQ al 5 %. Después de la incubacién, se afiadieras adlulas 160 ml de medio Excell
suplementado con L-glutamina 6 mM, PEPSOY 5 g/lcida valproico 1,2 mM y se
cultivaron las células durante 24 horas. Un digoués de la transfeccion se afadieron
alimentacion 7 al 12 % y glucosa (concentraciéalfde 3 g/l). Después de cultivar durante 7
dias, se recogi6 el sobrenadante mediante ceratdiug durante 30-40 minutos a al menos
400 x g. La solucion se esterilizé por filtracidiitio de 0,22um), se suplementé con azida

de sodio hasta una concentracion final del 0,0pA4 § se mantuvo a 4 °C.

Las proteinas secretadas se purificaron a partitodesobrenadantes de cultivo celular
mediante cromatografia de afinidad usando prot#jrs&guido de cromatografia de exclusion
por tamafio. Para la cromatografia de afinidad,asgocel sobrenadante en una columna
MabSelect Sure (VC = 5-15 ml, resina de GE Heatt#)oaquilibrada con fosfato de sodio (20
mM), tampon de citrato de sodio (20 mM) (pH 7,5.droteina no unida se elimind mediante
lavado con al menos 6 volumenes de columna del sntampdn. La proteina unida se eluyo
usando bien un gradiente lineal (20 VC) o una élugior etapas (8 VC) con citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 100 mM, tampon de glicit® inM (pH 2,5). Para el gradiente

lineal se afladié una etapa adicional de eluci¢hd@imenes de columna.

El pH de las fracciones recogidas se ajusto afiddi@/lO (v/v) de fosfato de sodio 0,5 M,
pH8.0. La proteina se concentré antes de carganama columna HiLoad Superdex 200 (GE
Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, clorde sodio 140 mM, solucion de Tween20
al 0,01 % (v/v) de pH 6,0.



10

223

La concentracion proteica se determiné midienddelasidad Optica (DO) a 280 nm, usando
un coeficiente de extincion molar calculado baséaden la secuencia de aminoéacidos. La
pureza y peso molecular de la fusion de Fc(kih)igendo de 4-1BB trimérico dirigida se
analizé mediante SDS-PAGE en presencia y auseraig égente reductor (1,4-ditiotreitol 5
mM) y tinciébn con SimpleBlue™ SafeStain de Coomdsiwitrogen, EE.UU.) o CE-SDS
usando un dispositivo Caliper LabChip GXII (Perl&imer). El contenido agregado de las
muestras se analizé usando una columna analitiexdasion por tamafio TSKgel G3000
SW XL (Tosoh) equilibrada con KPQO, 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-
arginina 200 mM, Naplal 0,02 % (p/v), pH 6,7, tampo6n de ejecucién 425

La tabla 23 resume el rendimiento y contenido f@emondémero de las moléculas de union a
antigeno de fusion de Fc (kih) que contienen trimter ligando de 4-1BB dirigidas a FAP

(4B9) y moléculas de control.

Tabla 23 Analisis bioquimico de las moléculas de ign a antigeno de fusion de Fc (kih)
que contienen trimero de ligando de 4-1BB dirigidaa PD1 y moléculas de control

Monomero| Rendimiento
Construccion [%] [mg/l]
(SEC)

Construcciory.1 97,2 110,2
Construccion 7.3 96,6 8,9
Construccion 7.5 85 51
Construccion 7.6 100 16,5
Control B 99 15,4
Control C 98 12,6
Control D 99,5 25,9
Control M 99 34,4
Control F 100 50
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Ejemplo 4

Unién simultdnea de moléculas de unién a antigen@dusion de Fc de ligando trimérico

dividido 4-1BB dirigidas a PD1 mediante resonancide plasmoén superficial

4.1 Preparacion, purificacion y caracterizacion déos antigenos para la resonancia

de plasmon superficial

Preparacion de la molécula de fusion 4-1BB Fc (kih)

Se subclon6 una secuencia de ADN que codifica &deminio de 4-1BB humano

(aminoacidos 24 a 186 de 4-1BB humano acorde cai®fd) SEQ ID NO: 163) en fase con

los dominios CH2 y CH3 de cadena pesada de IgGhharen el pomo. Se introdujo un sitio
de escision de proteasa ACTEV entre un ectodondieiantigeno y la Fc de IgG1 humana.
Se introdujo un marcador Avi para la biotinilacidimigida en el extremo C-terminal del

antigeno-Fc de pomo. La combinacion del antigedesta de Fc de pomo que incluye las
mutaciones S354C/T366W, con una cadena Fc de aggee contiene las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V permite la generacion deheterodimero que incluye una sola
copia de la cadena que contiene el ectodominio-tBB} creando de este modo una forma
monomerica de antigeno ligado a Fc. La tabla 24straidas secuencias de ADNc y de

aminoacidos de la construccién de fusion de anbidgen

Tabla 24: Secuencias de ADNc y aminoacidos de maléas de fusién de Fc (kih) de

antigeno monomerico

SEQ ID Antigeno Secuencia
NO:
164 Secuencia de GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGA

nucledtidos de | ACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
HACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTG
AGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCA
CCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT

cadena de agujer
de Fc
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GTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA

ACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA

CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGT]
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

165

Secuencia de
nucleoétidos de
cadena de Fc

pomo de antigeng
4-1BB humano

)]

CTGCAGGACCCCTGCAGCAACTGCCCTGCCGGCACCTT
TGCGACAACAACCGGAACCAGATCTGCAGCCCCTGCCC
CCCCAACAGCTTCAGCTCTGCCGGCGGACAGCGGACCT
GCGACATCTGCAGACAGTGCAAGGGCGTGTTCAGAACC
CGGAAAGAGTGCAGCAGCACCAGCAACGCCGAGTGCGA
CTGCACCCCCGGCTTCCATTGTCTGGGAGCCGGCTGCA
CATGTGCGAGCAGGACTGCAAGCAGGGCCAGGAACTGA
CCAAGAAGGGCTGCAAGGACTGCTGCTTCGGCACCTTC
AACGACCAGAAGCGGGGCATCTGCCGGCCCTGGACCAA
CTGTAGCCTGGACGGCAAGAGCGTGCTGGTCAACGGCA
CCAAAGAACGGGACGTCGTGTGCGGCCCCAGCCCTGCT,
GATCTGTCTCCTGGGGCCAGCAGCGTGACCCCTCCTGC
CCTGCCAGAGAGCCTGGCCACTCTCCTCAGGTCGACGA/
CAGTTATATTTTCAGGGCGGCTCACCCAAATCTGCAGAC
AAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC
AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT]
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGC

ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG

GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGTGGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAG

CGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG

AGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC

)

[T

)

]

D
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AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGA
AGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATCCGGAGGCCTGA
ACGACATCTTCGAGGCCCAGAAGATTGAATGGCACGAG

166 cadena de agujetdKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
de Fc VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWIE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN\
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

167 cadena Fc pomo| LODPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFSSAGGQRTCD
de antigeno 4- CRQCKGVFRTRKECSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCER
DCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDG
KSVLVNGTKERDVVCGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHS
PQVDEQLYFQGGSPKSADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQV
SLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGKSGGLNDIFEAQKIEWHE

1BB humano

U

Todas las secuencias que codifican la moléculaud@érf de 4-1BB-Fc se clonaron en un
vector plasmidico, que dirige la expresiéon de &ermion a partir de un promotor de MPSV y
contiene una secuencia de sefial de poliA sintéticada en el extremo 3' del CDS. Ademas,

el vector contiene una secuencia OriP de EBV paraatenimiento episdmico del plasmido.

Para la preparacion de la molécula de fusion degemd monomérico/Fc biotiniladas, se
transfectaron de manera conjunta células HEK293 ARNX suspensién que crecian de
manera exponencial con tres vectores que codificaizados componentes de la proteina de
fusion (cadenas de pomo y agujero) asi como Bind, @nzima necesaria para la reaccion de
biotinilacion. Los vectores correspondientes seamsa una relacion de 2: 1: 0,05 (“ECD de

antigeno-AcTEV-Fc pomao”: “Fc agujero”: “BirA”).

Para la produccion de proteina, en matraces agi@e600 ml, se sembraron 400 millones de
células HEK293 EBNA 24 horas antes de la transbecdPara la transfeccion, las células se

centrifugaron durante 5 minutos a 210 g y el sadmtante se reemplazé por medio CD CHO
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precalentado. Los vectores de expresion se redtigpen en 20 ml de medio CD CHO que
contenia 20Qug de ADN de vector. Después de la adicion de B4 polietilenimina (PEI),

la solucion se agité vorticialmente durante 15 segs y se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después, las células se anezoton la solucion de ADN/PEI, se
transfirieron a un matraz agitado de 500 ml y smibaron durante 3 horas a 37°C en un
incubador con una atmésfera de D5 %. Después de la incubacién, se afladieromi60
de medio F17 y se cultivaron las células durantedds. Un dia después de la transfeccion,
se afadieron acido valproico 1 mM vy alimentacioal I7 % con suplementos al cultivo.
Después de 7 dias de cultivo, el sobrenadanteacedal recogié mediante eliminacion por
centrifugacion de las células durante 15 min a @1Da solucion se esterilizé por filtracién
(filtro de 0,22um), se suplemento6 con azida de sodio hasta un&mwwacion final del 0,01 %

(p/v) y se mantuvo a 4°C.

Las proteinas secretadas se purificaron a partitodesobrenadantes de cultivo celular
mediante cromatografia de afinidad usando prot#jrs&guido de cromatografia de exclusion
por tamafo. Para la cromatografia de afinidad,asgocel sobrenadante en una columna
HiTrap ProteinA HP (VC =5 ml, GE Healthcare) eduéda con 40 ml de fosfato de sodio
20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La proteaunida se elimind mediante lavado con
al menos 10 volumenes de columna de fosfato deo s2@limM, citrato de sodio 20 mM,
tampdn que contiene cloruro de sodio 0,5 M (pH.71,8)proteina unida se eluyé usando un
gradiente de pH lineal de cloruro de sodio (de ®0@ mM) creado en 20 volumenes de
columna de citrato de sodio 20 mM, Tween 20 al 00 /v), pH 3,0. Entonces se lavo la
columna con 10 volimenes de columna de citratad® 20 mM, cloruro de sodio 500 mM,
Tween 20 al 0,01 % (v/v), pH 3,0.

Se ajustd el pH de las fracciones recogidas anadoliéMO (v/v) de Tris 2M, pH8.0. La

proteina se concentrd vy filtré6 antes de cargarlairea columna HiLoad Superdex 200 (GE
Healthcare) equilibrada con MOPS 2 mM, cloruro ddie 150 mM, solucién de azida de
sodio al 0,02 % (p/v) de pH 7,4.

Para la determinacion de la afinidad por el regepiomano, también se subclond el
ectodominio de 4-1BB humano en fase con un marcadofGLNDIFEAQKIEWHE, SEQ
ID NO: 168) y uno de hexahistidina.

La produccion de proteina se llevd a cabo tal ceendescribié anteriormente para la proteina

de fusion de Fc. Las proteinas secretadas se qauwadfi a partir de los sobrenadantes de
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cultivo celular mediante cromatografia quelantgug# de cromatografia de exclusion por
tamafio. La primera etapa cromatografica se llegéke en un cartucho NiINTA Superflow
(5 ml, Qiagen) se equilibraron en fosfato de s@flanM, cloruro de sodio 500 nM, pH7.4.
La elucidn se llevo a cabo aplicando un gradieabges12 volimenes de columna del 5 % al
45 % de tampon de elucion (fosfato de sodio 20 ribturo de sodio 500 nM, imidazol 500
mM, pH 7,4). La proteina se concentrg y filtr6 antke cargarla en una columna HiLoad
Superdex 75 (GE Healthcare) equilibrada con MOP®N2, cloruro de sodio 150 mM,
solucion de azida de sodio al 0,02 % (p/v) de pH(tabla 25).

Tabla 25: Secuencias de la molécula 4-1BB humano nmmeérico-His

SEQ ID

Antigeno Secuencia
NO:

CTGCAGGACCCCTGCAGCAACTGCCCTGCCGGCACCTTCT
CGACAACAACCGGAACCAGATCTGCAGCCCCTGCCCCCCC
AACAGCTTCAGCTCTGCCGGCGGACAGCGGACCTGCGACA
TCTGCAGACAGTGCAAGGGCGTGTTCAGAACCCGGAAAGA
GTGCAGCAGCACCAGCAACGCCGAGTGCGACTGCACCCCA
de GGCTTCCATTGTCTGGGAGCCGGCTGCAGCATGTGCGAGC
ucledtidog ACCACTGCAAGCAGGGCCAGGAACTGACCAAGAAGGGCT
169 GCAAGGACTGCTGCTTCGGCACCTTCAACGACCAGAAGCG
c@ 4B GGCATCTGCCGGCCCTGGACCAACTGTAGCCTGGACGGA
His AAGAGCGTGCTGGTCAACGGCACCAAAGAACGGGACGTCG
humano | 16TGCGGCCCCAGCCCTGCTGATCTGTCTCCTGGGGCCAGE
AGCGTGACCCCTCCTGCCCCTGCCAGAGAGCCTGGCCACTC
TCCTCAGGTCGACGAACAGTTATATTTTCAGGGCGGCTCAG
GCCTGAACGACATCTTCGAGGCCCAGAAGATCGAGTGGCA
CGAGGCTCGAGCTCACCACCATCACCATCAC

LQDPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICR
4188 His| QCKGVFRTRKECSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCEQDCH
170 QGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDGKSVLV
humano NGTKERDVVCGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHSPQVDEQL
YFQGGSGLNDIFEAQKIEWHEARAHHHHHH

Q)

secuencia

El antigeno de fusiéon Fc de PD1 humano se adqu&iB&D Systems (n.° de cat. 1086-PD-
050).
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4.2 Determinacién de la union simultanea de molécas de union a antigeno de
fusion Fc de ligando trimérico dividido 4-1BB C-teminal dirigidas mediante

resonancia de plasmaon superficial

La capacidad de union simultanea a 4-1BB Fc (kimnd&no y a PD1 humano se evalud
mediante resonancia de plasmon superficial (SPRYod los experimentos de SPR se
llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a°@5con HBS-EP como tampdn de
ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, ED3 MM, tensioactivo P20 al 0,005%,

Biacore, Friburgo/Alemania).

Se acoplé 4-1BB Fc (kih) humano biotinilado directste a una celda de flujo de una
microplaca sensora de estreptavidina (SA). Se nsa@x@les de inmovilizacion de hasta 200
unidades de resonancia (UR). Las moléculas derfudgdc (kih) ligando 4-1BB C-terminal
se hicieron pasar a un intervalo de concentracgd®0 nM con un caudal de gminuto a
través de las celdas de flujo durante 90 segundagiisociacion se ajustd a cero segundos.
Se inyect6 PD1-Fc humano (R&D systems) como seguartidito a un caudal de 30
ul/minuto a través de las celdas de flujo durantsé€fundos a una concentracion de 500 nM
(figura 12A). La disociacion se controlo durante 120 s. Seigieron las diferencias del
indice refractivo en bruto restando la respuestanidia en la celda de flujo de referencia, en
los casos donde no se inmovilizé proteina. Todasdmstrucciones biespecificas pudieron
unirse simultaneamente a 4-1BB humano y a PD1 harfigmiras 12B, 12C, 12D y 12k

Ejemplo 5

Caracterizacion funcional de las moléculas de uniéa antigeno de fusién de Fc que

contienen trimero de ligando de 4-1BB dirigidas a b1

5.1. Unién sobre PBMC humanas frescas y activadag das moléculas de union a
antigeno de fusion Fc (kih) que contienen trimeroalligando 4-1BB dirigidas a
PD1

Se obtuvieron capas leucocitarias del centro deaadn de sangre de Zirich. Para
aislar células mononucleares de sangre periféiRBMC) frescas se diluyé la capa
leucocitaria con el mismo volumen de DPBS (Gib@)de Technologies, n.° de cat. 14190
326). Los tubos de centrifugacion de polipropilel®50 ml (TTP, n.° de cat. 91050) fueron
suministrados con 15 ml de Histopaque 1077 (SIGMfe IScience, n.° de cat. 10771,
polisacarosa y diatrizoato de sodio, ajustado ademsidad de 1,077 g/ml) y los contenidos
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de la capa leucocitaria diluida se dispusieronagas sobre el Histopaque 1077. Los tubos se
centrifugaron durante 30 min a 450 x g. DespuésPBMC se recogieron de la interfaz, se
lavaron tres veces con DPBS y se resuspendieranegiio de células T que consistia en
medio RPMI 1640 (Gibco de Life Technology, n.° dé ¢2401-042) suministrado con suero
fetal bovino al 10 % (v/v) (FBS, originario de I&stados Unidos, PAN biotech, P30-2009,
Lote P150307Gl, irradiado con gamma, libre de maspa, inactivado por calor durante 35
min a 56 °C), GlutaMAX-I al 1 % (v/v) (GIBCO de lgfTechnologies, n.° de cat. 35050 038),
piruvato de sodio 1 mM (SIGMA, n.° de cat. S862@)jnoacidos no esenciales MEM al 1 %
(v/v) (SIGMA, n.° de cat. M7145) g-mercaptoetanol 50 uM (SIGMA, M3148).

Las PBMC se usaron directamente después de asskantedn sobre PBMC frescas) o se
estimularon para inducir la expresién de 4-1BB edbrsuperficie celular de las células T
(unién sobre PBMC humanas activadas). Para indaciegulacion positiva de 4-1BB en
células T humanas, se cultivaron las PBMC durandéa8 en RPMI 1640 (GIBCO de Life
Technologies, n.° de cat. 42401-042) suministraoilo suero bovino fetal al 10% (FBS,
originario de los Estados Unidos, PAN biotech, RB09, Lote P150307Gl, irradiado con
gamma, libre de micoplasma, inactivado por caloadie 35 min a 56 °C), GlutaMAX-I al
1% (GIBCO de Life Technologies, n.° de cat. 35088)0200 U/ml de Proleukin (Novartis
Pharma Schweiz AG, CHCLB-P-476-700-10340, Lote AZGBAL) y 2 ug/ml de PHA-L
(SIGMA, n.° de cat. L2769) a una concentracion xiE0dcélulas/ml. Después de tres dias, se
recogieron las PBMC humanas preactivadas, se resdigpon en RPMI 1640 suministrado
con FBS al 10 %, piruvato de sodio 1 mM (SIGMA, ade°cat. S8636), Gluta-MAX-I al 1%,
solucion MEM de aminoacidos no esenciales al 1% K8\, n.° de cat. M7145) y beta-
mercaptoetanol 5M (Sigma M3148) a una concentracion final de Pxt@lulas/ml.
Posteriormente, las células se sembraron en pikecasltivo tisular de 6 pocillos (TTP, n.° de
cat. 92006) que se habian recubierto durante uctzeren4°C con 10 ug/ml anti-CD3 humano
(clon OKT3, IgG2a de raton, BioLegend, n.° de 8a%315) y 2ug/ml de anti-CD28 humano
(clon CD28.2, IgG1 de raton, BioLegend, n.° de &iX2923). Las células se incubaron

adicionalmente durante 2 dias a 37°C y» @b %.

Para el ensayo de union, se afiadieron 0,1°PBDAC frescas o activadas a cada pocillo de
una placa de 96 pocillo para suspension de fondondo (Greiner Bio-One, cellstar, n.° de
cat. 650185). Las placas se centrifugaron 5 minat@50 x g y a 4 °C y se desecho el
sobrenadante. Posteriormente, las células se nife@ard.00 ul/pocillo de DPBS que contenia
colorante de viabilidad fijable eF660 diluido ad0® (eBioscience, n.° de cat. 65-0864-18)
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durante 30 minutos a 4°C en la oscuridad. Las a€lgk lavaron una vez con 300de
tampdén DPBS enfriado en hielo. A continuacion, Sadéeron 50 ul/pocillo de tampdén FACS
frio a 4 °C (DPBS suministrado con FBS al 2 %, EDIMM, pH 8 (Amresco, n.° de cat.
E177) y azida sbdica 7,5 mM (Sigma-Aldrich, n.° dat. S2002)) que contenia
concentraciones tituladas de la construccion @ tphstruccion 7.3, la construccion 7.5 y la
construccion 7.6 y como controles, se afadieratoetrol B, el control C, el control D, el
control M y el control F y las células se incubadumante 60 minutos a 4 °C, se lavaron tres
veces con 200 pl/pocillo de tampon FACS al 4 °Cs leglulas se resuspendieron
adicionalmente en 50 pl/pocillo de tampon FACS &b °C que contenia 0,pi@/ml de anti-
CD45 humano-AF488 (clon HI30, IgG1k de ratén, Bigéed, n.° de cat. 304019), 0,33
pug/ml de anti-CD8a humano-BV510 (clon SK1, IgG1l k rdé&on, BioLegend, n.° de cat.
344732), 0,231g/ml de anti-CD4 humano-BV421 (clon OKT4, IgGR2te raton, BioLegend,
n.° -de cat. 317434), 0,6i9/ml de anti-CD3 humano-PerCP-Cy5.5 (clon UCHTG1d de
ratén, BioLegend, n.° de cat. 300430), Q§7ml de anti-CD19 humano-PE/Cy7 (clon HIB19,
IgG1 k de ratdén, BioLegend, n.° de cat. 302216ughml de fragmento F(ab'de cabra
especifico de fragmento F(abde IgG anti-humano AffiniPure conjugado a PE (3ack
ImmunoResearch, n.° de cat. 109 116 098) y se amonkdurante 30 min a 4°C. Las células
se lavaron dos veces con 200 pl/pocillo de tamp&63-a 4 °C y después se fijaron con
DPBS suministrado con formaldehido al 1 % (Sigma501320-9.5L). Las células se
resuspendieron en 1Q@/pocillo de tampdn FACS y se adquirieron usandoanalizador
MACS Quant 10 (Miltenyi Biotech). Los datos se @&abn usando FlowJo V10 (FlowJo,
LLC) y GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, Inc)

Se ajustaron ventanas logicas para células T C433" CD19"°? CD8"® CD4" vivas,
células T CD45CD3" CD19 neg CD%YCDS', células T CD45CD3" CD4"? CD8™*9yd vy
células B CD45CD3™*9CD19 y se representaron las medias geométricas deelasidad de
fluorescencia del fragmento F(abfje cabra especifico de fragmentoy Be 1gG anti-IlgG
humana AffiniPure conjugado a PE frente a la comaeron titulada de moléculas de union a
antigeno de fusién Fc de ligando trimérico divid®dBB dirigidas a PD1 o no dirigidas a
DP47. Tal como se muestralas figuras 13A-H en las PBMC humanas frescas aisladas en
reposo de donantes sanos, solo se unieron las utedéde union a antigeno de fusién Fc de
ligando trimérico dividido 4-1BB dirigidas a PD1 oftstruccion 7.1, construccion 7.3,
construccion 7.5 y construccion 7.6) y el controd® IlgG humana dirigida a PD1 se unio a
células T CD3 CD4', CD3 CD8y CD3" CD4"?CD8"yd. Sin embargo, las moléculas de
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unién a antigeno de fusion Fc de ligando trimédoadido 4-1BB no dirigidas a DP47
(control B, C y D) no se unieron a ninguna de IBME recientemente aisladas. Por lo tanto,
en las PBMC humanas recientemente aisladas, lariaaye las células no expresan 4-1BB,
mientras que una poblacion de células T expresaami#dad detectable de PD1. En la tabla
26, se resumen los valores desgpara las curvas de unibn a PBMC humanas aisladas

recientes.

Tabla 26: Valores de Ck de las curvas de union a PBMC humanas en reposskidas

recientes
Control |ConstrucciériConstrucciériConstrucciénConstruccién
M 7.1 7.3 7.5 7.6

CEso [nM] en células T

_ 0,03 0,13 0,11 0,28 0,11
CD4 activadas
CEso [nM] en células T

_ 0,07 0,21 0,17 0,38 0,19
CD8 activadas
CEso [nM] en células T
YO 0,03 0,34 0,13 0,42 0,27
activadas

Tal como se muestra das figuras 14A-H, después de la activacion, las células T CD45
CD3' CD19"*°CD8™CD4, las células T CD45CD3 CD19"9CD4™CDg', las células T
CD45 CD3" CD4neg CD&9yd y las células B CD45CD3™? CD19 vivas expresan 4-1BB
humano y PD1 humano. Las moléculas solo de uni®bXk (control M) o las moléculas solo
de unién a 4-1BB humano (control B, control C yteoinD) prueban de este modo, que PD1
esta altamente regulado positivamente en célul@DF, células T CD§ células Tyd y
células B, mientras que 4-1BB estéa regulado p@sitante, principalmente en células T CD8
células Tyd y células B, y en menor medida en células T T4s moléculas de union a
antigeno de fusion Fc de ligando trimérico dividid@BB dirigidas a PD1 (construccion 7.1,
construccion 7.3, construccion 7.5 y construccid@) e unen a PD1 y a 4-1BB humano y
esto se refleja por medias geométricas mayoresadeténsidad de fluorescencia en
comparacion con los controles de ajuste. En latab| se resumen los valores desQtara
las curvas de unién a PBMC humanas activadas.
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Tabla 27: Valores de CEkg de las curvas de union a PBMC humanas activadas

Contrg Control | Control| Control{ConstrucgiConstrugConstruccjConstrucc
I B C D M on7.1 |cion7.3] 6n7.5 on 7.6

CEso [NM] en
célulasTCD8 | 0,19 0,15 0,08 0,30 0,15 0,09 0,62 0,2%
activadas
CEso [NM] en
células TCD4 | 0,43 | 0,25 0,15 0,33 0,32 0,15 1,32 0,33
activadas
CEso [NnM] en
células Tyd 0,20 0,16 0,09 0,71 0,12 0,17 0,52 0,32
activadas
CEso [nM] en
células CD19 | 0,15 0,15 0,08 0,33 0,15 0,09 1,13 0,40
activadas

5.2 Unidén a células tumorales transfectadas con Piimano y 4-1BB humano

Para los ensayos de union a células tumorales xpresan PD1 y 4-1BB, se usaron dos
células tumorales modificadas genéticamente. Largeion de células del clon 26 de células
HelLa humanas que expresan hu4-1BB«RHuc se describira en el ejemplo 5.3.1. Para las
lineas celulares tumorales que expresan PD1, sefécdaron células CHO-k1 con PD1
humano del siguiente modo: la linea celular patedtherente CHO-K1 (ATCC CCL-61) se
transfectd de manera estable con el plasmido 15®D1-fl pUC_Neo que codifica PD1
humano de longitud completa y seleccién con G4l&¢ador de resistencia a neomicina en

el plasmido).

Se resuspendieron 0,1 x®1&lulas tumorales en DPBS (Gibco de Life Techrielmg.® de
cat. 14190 326) y se afiadieron a cada pocillo deaplde 96 pocillos de suspension celular
de fondo redondo (greiner bio-one, cellstar, n.€ate650185). Las células se lavaron una vez
con 200 ul de DPBS. Las células se resuspendierd®@ pl/pocillo de tampon DPBS frio a
4 °C que contiene colorante de viabilidad fijaldiuer 660 diluido a 1:5000 (eBioscience, n.°
de cat. 65-0864-18) y las placas se incubaron teird@ minutos a 4 °C. Las células se
lavaron una vez con 200 pl/pocillo de tampon DPB& & 4 °C y se resuspendieron en 50



10

15

20

25

30

234

ul/pocillo de tampon de FACS frio a 4 °C (DPBS suistrado con FBS al 2 %, EDTA 5 mM,
pH 8 (Amresco, n.° de cat. E177) y azida soOdica i (Sigma-Aldrich S2002)) que
contenia moléculas de unién a antigeno de fusiodeFtgando trimérico dividido 4-1BB
dirigidas a PD1 a una serie de concentracionesjdege incubacion durante 1 hora a 4 °C.
Después de un lavado exhaustivo, se tifieron lagaséhdicionalmente con 50 pl/pocillo de
tampdén de FACS frio a 4 °C que contenia 5 ug dgrfemto F(aby)de cabra especifico de
fragmento F(alp)anti-lgG humana AffiniPure conjugado a PE (JacksemunoResearch, n.°
de cat. 109 116 098) durante 30 minutos a 4 °C.céhdas se lavaron dos veces con 200
ul/pocillo de tampoén FACS a 4 °C y las células iggdn en 50 pl/pocillo de DPBS que
contenia formaldehido al 1 % (Sigma, HT501320-9.8B¥ células se resuspendieron en 100
ul/pocillo de tampdn FACS y se adquirieron usandaunalizador MACS Quant 10 (Miltenyi
Biotech). Los datos se analizaron usando FlowJo (FlidwJo, LLC) y GraphPad Prism 6.04
(GraphPad Software, Inc).

Se representaron ventanas logicas para célulagdlenwivas y se representaron las medias
geométricas de la intensidad de fluorescencia rdginfento F(aky)de cabra especifico de
fragmento Fg de IgG anti-lgG humana AffiniPure conjugado a IREntle a la concentracion
titulada de moléculas de unién a antigeno de fuBde ligando trimérico dividido 4-1BB
dirigidas a PD1 o sus controles. Tal como se maestr lasfiguras 15A y 15B solo las
moléculas de fusién de ligando 4-1BB trimérico digo dirigidas a PD1, construccion 7.1.,
construccion 7.3, construccion 7.5 y construccidhyr/el control M se unieron al clon 5 de
CHO-k1-huPD1 que expresa PD1 mientras que las mlakce control no dirigidas a PD1,
control B, control C, control D y control F no saieron a las células tumorales. En las
figuras 16A y 16B solo las moléculas de fusion de ligando 4-1BBnérico dividido,
construccion 7.1, construccién 7.3, construcci@gny7construccion 7.6 y el control B, control
C y control D se unieron al clon 26 de HeLa-hu4-18BkB-luc que expresa 4-1BB humano,
mientras que los controles que no contenian ligandwerico dividido 4-1BB fusionado
(control F y control M) no se unieron a las célulanorales que expresan 4-1BB humano. En

la tabla 28 se muestran los valores dey@E las curvas.

Tabla 28: Valores de Ck de las curvas de unién a células tumorales que eggan PD1
humano o 4-1BB humano
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ControlContro|ControlContro|Construccio|Construccio[Construccio|Construccio
C B D M 7.1 7.3 7.5 7.6
CEso [NM]
en células
del clon 26
de Hela. 0,16 [ 0,19 0,25 n.d. 0,14 0,28 0,36 0,32
huCD137-
NFkB-luc
CEso [nM]
en células
delclon5| n.d. n.d. nd.| 1,59 1,73 1,43 3,33 1,82
de CHO-
K1-huPD1
Ejemplo 6

La actividad biologica de las moléculas de union antigeno de fusion de Fc que

contienen trimero de ligando de 4-1BB dirigidas a b1

Activacion de NFkB de la linea celular indicadora HeLa que expresa-4BB

humano

6.1 Generacion de células HelLa que expresan 4-1BBrhano y NFkB-luciferasa

Se transdujo la linea celular HeLa de carcinomaugdio de utero (ATCC CCL-2) inducida

con papilomavirus humano 18 con un plasmido basadsa vector de expresion pETR10829,

que contiene la secuencia de 4-1BB humano (n.ef@eencia de UniProt Q07011) bajo el

control de un promotor de CMV y un gen de resisgercla puromicina. Las células se
cultivaron en medio DMEM (Gibco de Life Technolaglien.® de cat. 42430-025)

suministrado con suero fetal bovino al 10% (FBB@D de Life Technologies, n.° de cat.

16000-044, Lote. n.° 941273, irradiado con gamibeg de micoplasma, inactivado por calor
a 56 °C durante 35 minutos), GlutaMAX-I al 1 % (@8 de Life Technologies, n.° de cat.
35050-038) y 3uig/ml de Puromicina (InvivoGen, n.° de cat. ant-pr-1

Las células HelLa transducidas con 4-1BB se ensay&specto de la expresion de 4-1BB
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mediante citometria de flujo: Se resuspendierorxQ& células vivas en 100l de tampén
FACS (DPBS suministrado con FBS al 2 %, EDTA 5 miN&(Amresco, n.° de cat. E177) y
7,5 mM de azida sodica (Sigma-Aldrich, n.° de 82002)) que contenia 0,1 pg del clon 4B4-
1 de IgGXk de ratén anti-4-1BB humano conjugada a PerCP/C{Bid_egend n.° de cat.
309814) o su control de isotipo (clon MOPC 21 detad de isotipo de IgGd de raton
conjugado a PerCP/Cy5.5, BioLegend n.° de cat. B@0y se incubaron durante 30 minutos
a 4 °C. Las células se lavaron dos veces con tamp&RnCS, se resuspendieron en 300 ul de
tampdn de FACS gque contenia 0j@pde DAPI (Santa Cruz Biotec, n.° de cat. Sc-35%8)
adquirieron usando un LSR-Fortessa de 5 laseres BEB®Bcience, programa informéatico
DIVA). Se efectuaron diluciones limitantes para @m@n clones individuales del modo
siguiente: Las células Hela transducidas con 4-hBBiano se resuspendieron en medio a
una concentracion de 10, 5y 2,5 células/ml yaasfirieron 20Qul de suspensiones celulares
a placas de 96 pocillos tratadas para cultivodisdé fondo redondo (6 placas/concentraciéon
de células, TPP n.° de cat. 92697). Se recogie®unlbnes individuales, se expandieron y se
ensayaron respecto de la expresion de 4-1BB taloceenha descrito anteriormente. Se
selecciond el clon con la expresion mayor de 4-18Bn 5) para su posterior transfeccion
con el vector de expresion de RB-luciferasa, 5495p Tranlucen HygB. El vector cerdia

las células transfectadas tanto resistencia aglaticina B como capacidad para expresar
luciferasa bajo el control de un elemento de respue NFkB (Panomics, n.° de cat. LRO051).
Las células HelLa clon 5 de 4-1BB humano se culiivdrasta una confluencia del 70%. Se
afadieron 5Qug (40ul) de vector de expresion 5495p Tranlucent HygBdiizado (enzimas
de restriccién Asel y Sall) a un pulsador génidérdsie 0,4 cm/MicroPulser Cuvette (Biorad,
n.° de cat. 165-2081). Se afiadieron 2,5%c#las HeLa clon 5 de 4-1BB humano en gD0
de DMEM sin suplemento y se mezclaron cuidadosameon la solucion de plasmido. La
transfeccion de células se llevo a cabo usandastensa Gene Pulser Xcell Total (Biorad,
165 2660) con las siguientes configuraciones: pelgmnencial, capacitancia 5aB, voltaje
160 V, resistenciac. Inmediatamente después del pulso las célulassfaetadas se
transfirieron a un matraz de cultivo de 75°qffiPP, n.° de cat. 90075) con 15 ml de medio
DMEM caliente a 37 °C (Gibco de Life Technologie%dae cat. 42430-025) suministrado con
FBS al 10 % y GlutaMAX | al 1 % (GIBCO de Life Tedblogies, n.° de cat. 35050 038). Al
dia siguiente, se afiadid medio de cultivo que cdatdug/ml de puromicina (InvivoGen, n.°
de cat. ant-pr-1) y 200g/ml de higromicina B (Roche, n.° de cat. 1084384%0Las células
supervivientes se expandieron y se llevé a cabodilneidon limitante tal como se describe

anteriormente para generar clones individuales.e&ayaron los clones respecto de la
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expresion de 4-1BB tal como se describe anterior@ngmespecto de la actividad de -
luciferasa del modo siguiente: Se recogieron claesnedio de seleccion y se contaron
usando un contador de células Vi-cell xr 2.03 (Beak Coulter, n.° de cat. 731050). Se
ajustaron las células a una densidad celular &85 células/ml y se transfirieron 150

de esta suspension celular a cada pocillo de wata ple 96 pocillos estéril de cultivo tisular
de color blanco de fondo plano con tapa (Greinerobie, n.° de cat. 655083) y como control
a una placa normal de 96 pocillos de cultivo tisdka fondo plano (TPP n.° de cat. 92096)
para ensayar la supervivencia y la densidad cedlildia siguiente. Las células se incubaron a
37°C y CQ al 5 % durante toda la noche. Al dia siguientaisdieron 5@l de medio que
contenia diferentes concentraciones de factor deosie tumoral alfa humano recombinante
(rhTNF a, PeproTech, n.° de cat. 300 01A) a cada pocillargeplaca de 96 pocillos dando
como resultado una concentracion final de rhdNde 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 0 ng/pocillo.
Las células se incubaron durante 6 horas a 37COx\al 5 % y después se lavaron tres veces
con 200ul/pocillo de DPBS. Se afiadié tampoén indicador dis ([Promega, n.° de cat. E3971)
a cada pocillo (3Ql) y se almacenaron durante toda una noche lasplac20 °C. Al dia
siguiente, las placas y el tampdn de deteccionadadgs (Sistema de ensayo Luciferase 1000,
Promega, n.° de cat. E4550) se descongelaron &tatu@ ambiente. Se afiadieron L06e
tampdn de deteccion a cada pocillo y se mididdagplo mas rapido posible usando un lector
de microplacas SpectraMax M5/M5e y el programarmfdico SoftMax Pro (Molecular
Devices). Las URL por encima del control (sin rhTélBfadido) se tomaron como actividad
de luciferasa. Se selecciond el clon 26 dexBHuc-4-1BB-HelLa para su uso posterior
porque mostraba la actividad de luciferasa masadkey un nivel considerable de expresion
de 4-1BB.

6.2 Activacion con NFKB de células indicadoras HelLa que expresan 4-1BB

humano co-cultivadas con células del clon 5 de CHKE-huPD1 que expresan PD1

Las células del clon 26 de KB-luc-4-1BB-HelLa se lavaron con DPBS (Gibco de Life
Technologies, n.° de cat. 14190 326) y se trataconEDTA Tripsina al 0,05 % (Gibco de
Life Technologies n.° de cat. 25300 054) duranteirba 37 °C. Las células se recogieron y
resuspendieron en medio DMEM (Gibco de Life Tecbgm®s n.° de cat. 42430 025)
suministrado con suero de ternero fetal al 10 ¥%S(FBiginario de los Estados Unidos, PAN
biotech, P30-2009, Lote P150307Gl, irradiado comma, libre de micoplasma, inactivado
por calor durante 35 min a 56 °C) y GlutaMAX-1 &4 (GIBCO de Life Technologies, n.° de
cat. 35050 038). Se contaron las células usandorghdor celular Vi-cell xr 2.03 (Beckman
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Coulter, n.° de cat. 731050) y se ajustaron a emaidad celular de 0,2 x A6élulas/ml. Se
transfirieron 10Qul (2 x 10f células) de esta suspensién celular a cada paoeillma placa de
96 pocillos estéril de cultivo tisular de coloriita de fondo plano con tapa (Greiner bio one,
n.° de cat. 655083) y las placas se incubaron“€37CG al 5 % durante toda la noche. Al
dia siguiente, se usaron plDde medio que contenia diferentes titulos de nudécde fusion
gue contenian ligando 4-1BB trimérico dividido, stvoccién 7.1., construccién 7.3,
construccion 7.5 y construccion 7.6 o los contralesajuste control B, control C, control D,
control F y control M. Para el sobrecruzamiento iagal por la union a PD1 se usaron células
del clon 5 de CHO-k1-huPD1 que expresan PD1.

Se lavaron las células del clon 5 de CHO-k1-huP8Hieeentes con DPBS (Gibco de Life
Technologies, n.° de cat. 14190 326) y se trateoontampon de disociacion celular a base de
PBS sin enzima (Gibco de Life Technologies, n.tate 13151-014) durante 10 minutos a 37
°C. Posteriormente, se recogieron las célulasgostaron usando el contador celular Vi-cell
xr 2.03. Las células se resuspendieron en DEM sgstrado con FBS al 10% vy L-
GlutaMAX-1 al 1% a 2 x 18 células/ml y se afiadieron 50 pl/pocillo. Despuésdadir las
células del clon 5 de CHO-k1-huPD1 que expresan Ridulante, se incubaron las placas
durante 6 horas 37 °C y G@l 5 %. Las placas de 96 pocillos de fondo plalamdas se
lavaron tres veces con 2Q@/pocillo de DPBS. Se prepararon 40 pl de tampénisie
indicador fresco (Promega, n.° de cat. E3971) gfselieron a cada pocillo y se almacend la
placa durante una noche a -20 °C. Al dia siguidate placas congeladas y el tampdn de
deteccion (sistema de ensayo Luciferase 1000, Ryanme® de cat. E4550) se descongelaron
a temperatura ambiente. Se afiadieron 100 ul deéramde deteccion a cada pocillo y las
placas se midieron tan rapido como fue posible dsah lector de microplacas SpectraMax
M5/M5e y el programa informatico SoftMax Pro (Malder Devices) con las siguientes
configuraciones: para luciferasa (URL), tiempo niegracion de 500ms, sin filtro, recogida

de toda la longitud de onda y lectura superior.

La molécula de union a antigeno de fusion de Fcogueéenia trimero de ligando de 4-1BB
dirigida a PD1 (trimero de 4-1BBL separado de Pdgencadend la activacion de la ruta de
sefalizacion de NKB en la linea celular indicadora en presencia d@astumorales que
expresan PD1. Por el contrario, la variante nogidia de la misma molécula no logro
desencadenar dicho efecto a cualquiera de las mimac®nes ensayadaBg(ras 17C y
17D). Esta actividad de 4-1BBL dirigido fue estrictartee dependiente de la expresion de

PD1 en la superficie celular de células tumorafasgue no pudo detectarse activacion de
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NF-kB tras cultivar la linea celular indicadora ME-kB con células tumorales negativas a
PD1 incluso en presencia de molécula de unién memi de fusién de Fc que contiene
trimero de ligando de 4-1BB dirigida a PDiggras 17A y 17B. Se muestran las actividades
medidas para las construcciones 7.1, 7.3, 7.5.\Lé$valores de Gz medidos en presencia

de células tumorales que expresan PD1 se proparciemla tabla 29 a continuacion.

Tabla 29: Valores de CEkp de las curvas de actividad de luciferasa inducidgor

activacion de NkB

Construccion
7.1

Construccion
7.3

Construccion
7.5

Construccion
7.6

CHO-k1-huPD1

CEso [nM] con clon 5 dg

0,004

0,004

0,006

0,007
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