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PCT
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(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
PC72321A ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/IB2018/051067 21 February 2018 (21-02-2018) 3 March 2017 (03-03-2017)
Applicant

RINAT NEUROSCIENCE CORP

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

8

This international search report consists of a total of sheets.

D It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

|:| atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
2. |:| Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)
3. Unity of invention is lacking (see Box No I11)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
|:| the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 4A
as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (January 2015)



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/IB2018/051067
Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)
1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was

carried out on the basis of a sequence listing:

in the form of an Annex C/ST.25 text file.

D onh paper or in the form of an image file.

only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

3. Additional comments:

a. forming part of the international application as filed:

I:l in the form of an Annex G/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

b. D furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of international search

c. D furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:

D on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).

2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that forming part of the application as
filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (January 2015)




International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/1B2018/051067
Box No.ll Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. I:' Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. I:' Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. I:' As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

1-5, 13, 24-26(completely); 10-12, 14-23, 27-35(partially)

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:' No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/IB2018/051067

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CO7K16/28
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Co7K A61K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X A. D. COHEN ET AL: "Agonist Anti-GITR 12
Antibody Enhances Vaccine-Induced CD8+
T-Cell Responses and Tumor Immunity",
CANCER RESEARCH,
vol. 66, no. 9, 1 May 2006 (2006-05-01),
pages 4904-4912, XP055049643,
ISSN: 0008-5472, DOI:
10.1158/0008-5472.CAN-05-2813
Y the whole document 1-5,10,
in particular, abstract and page 4906 11,13-35
X WO 2016/054638 Al (DANA FARBER CANCER INST 12
INC [US]) 7 April 2016 (2016-04-07)
Y the whole document 1-5,10,
in particular, pages 6-7, 27 and 44 11,13-35
- / -

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

27 April 2018

Date of mailing of the international search report

20/07/2018

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Pérez-Mato, Isabel

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/IB2018/051067

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X
Y

WO 20157187835 A2 (SQUIBB BRISTOL MYERS CO
[US]) 10 December 2015 (2015-12-10)

the whole document

in particular, pages 2, 22, 124, 136 and
137

WO 2016/057841 Al (NOVARTIS AG [CH];
BROGDON JENNIFER [US]; CIPOLLETTA DANIELA
[US]; DRAN) 14 April 2016 (2016-04-14)
the whole document

in particular, pages 101, 214-215, 219-220
and claim 59

US 2015/064204 Al (BEERS COURTNEY [US] ET
AL) 5 March 2015 (2015-03-05)

the whole document

in particular, pages 1 and 30 and example
10

WO 2011/028683 Al (SCHERING CORP [US];
SCHEBYE XIAO MIN [US]; ERMAKOV GRIGORY P
[US]; HOD) 10 March 2011 (2011-03-10)

the whole document

in particular, pages 3, 35 and 36 and
example 6

PENGFEI ZHOU ET AL: "Pivotal roles of
CD4+ effector T cells in mediating
agonistic anti-GITR mAb-induced-immune
activation and tumor immunity in CT26
tumors.",

THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY,

vol. 179, no. 11,

1 December 2007 (2007-12-01), pages
7365-7375, XP055057796,

ISSN: 0022-1767, DOI:
10.4049/jimmuno1.179.11.7365

the whole document

for instance, the abstract and page 7366
GIUSEPPE NOCENTINI ET AL:
"Pharmacological modulation of GITRL/GITR
system: therapeutic perspectives",
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

vol. 165, no. 7, 9 March 2012 (2012-03-09)
, pages 2089-2099, XP055150987,

ISSN: 0007-1188, DOI:
10.1111/j.1476-5381.2011.01753.x

the whole document

12
1-5,10,
11,13-35
12

1-5,10,
11,13-35
12
1-5,10,
11,13-35
12

1-5,10,
11,13-35

12

1-5,10,
11,13-35

1-5,
10-35

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)
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Information on patent family members

International application No

PCT/1B2018/051067
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

WO 2016054638 Al 07-04-2016 AU 2015327781 Al 20-04-2017
BR 112017006825 A2 12-12-2017
CA 2962976 Al 07-04-2016
CN 107250159 A 13-10-2017
EP 3201232 Al 09-08-2017
JP 2017531427 A 26-10-2017
KR 20170062485 A 07-06-2017
US 2017304444 Al 26-10-2017
WO 2016054638 Al 07-04-2016

WO 2015187835 A2 10-12-2015 AU 2015271709 Al 08-12-2016
BR 112016028378 A2 24-10-2017
CA 2951234 Al 10-12-2015
CL 2016003136 Al 08-09-2017
CN 106459203 A 22-02-2017
EA 201692459 Al 28-04-2017
EP 3151921 A2 12-04-2017
JP 2017523771 A 24-08-2017
KR 20170010438 A 31-01-2017
PE 04412017 Al 26-04-2017
PH 12016502267 Al 06-02-2017
SG 11201610074Y A 29-12-2016
TW 201613972 A 16-04-2016
US 2015353637 Al 10-12-2015
US 2016145342 Al 26-05-2016
US 2017145104 Al 25-05-2017
US 2018002432 Al 04-01-2018
vy 36154 A 08-01-2016
WO 2015187835 A2 10-12-2015

WO 2016057841 Al 14-04-2016 AU 2015330771 Al 20-04-2017
BR 112017007093 A2 06-03-2018
CA 2964146 Al 14-04-2016
CL 2017000836 Al 15-09-2017
CN 107001476 A 01-08-2017
CR 20170138 A 21-08-2017
Cu 20170045 A7 06-09-2017
EP 3204419 Al 16-08-2017
EP 3204421 Al 16-08-2017
JP 2017535257 A 30-11-2017
KR 20170065029 A 12-06-2017
PE 16542017 Al 13-11-2017
PH 12017500634 Al 25-09-2017
SG 11201702596Y A 27-04-2017
US 2017306037 Al 26-10-2017
US 2017306038 Al 26-10-2017
WO 2016057841 Al 14-04-2016
WO 2016057846 Al 14-04-2016

US 2015064204 Al 05-03-2015 AU 2014312184 Al 10-03-2016
BR 112016004472 A2 17-10-2017
CA 2922808 Al 05-03-2015
CN 105829343 A 03-08-2016
CR 20160145 A 11-07-2016
EA 201690504 Al 31-08-2016
EP 3038651 A2 06-07-2016
JP 2016530278 A 29-09-2016
KR 20160044043 A 22-04-2016

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)
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Information on patent family members

International application No

PCT/1B2018/051067
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
PE 10332016 Al 09-11-2016
PH 12016500388 Al 16-05-2016
SG 11201601159S A 30-03-2016
TW 201605896 A 16-02-2016
US 2015064204 Al 05-03-2015
US 2017022285 Al 26-01-2017
vy 35716 A 27-03-2015
WO 2015031667 A2 05-03-2015
WO 2011028683 Al 10-03-2011 AU 2010289677 Al 05-04-2012
BR 112012004823 A2 16-08-2016
CA 2772613 Al 10-03-2011
CN 102574924 A 11-07-2012
CN 103951753 A 30-07-2014
EP 2473531 Al 11-07-2012
EP 3023438 Al 25-05-2016
JP 6294585 B2 20-03-2018
JP 2013503632 A 04-02-2013
JP 2016146834 A 18-08-2016
JP 2017195893 A 02-11-2017
KR 20120059603 A 08-06-2012
KR 20170119746 A 27-10-2017
MX 340953 B 29-07-2016
RU 2646139 C1 01-03-2018
RU 2012112829 A 10-10-2013
SG 178991 Al 27-04-2012
US 2012189639 Al 26-07-2012
US 2014348841 Al 27-11-2014
US 2017355772 Al 14-12-2017
WO 2011028683 Al 10-03-2011

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-5, 13, 24-26(completely); 10-12, 14-23,
27-35(partially)

directed to anti-GITR antibodies derived from clone m3G7.

2. claims: 6, 7, 9(completely); 10-12, 14-23, 27-35(partially)

directed to anti-GITR antibodies derived from clone mlOHZ2.

3. claims: 8, 10-12, 14-23, 27-35(all partially)
directed to anti-GITR antibodies having VH of SEQ ID NO:70
and VL of SEQ ID NO:69.

4. claims: 8, 10-12, 14-23, 27-35(all partially)

directed to anti-GITR antibodies having VH of SEQ ID NO:72
and VL of SEQ ID NO:71.
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From the

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

see form PCTASA220

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(day/month/iear) see form PCTASA2210 (second sheet)

Applicant's or agent's file reference

see form PCTASA220

FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

International application No.

PCTAB2018/051067

International filing date (day/monthiear)
21.02.2018

Priority date (day/month/ear)
03.03.2017

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. C07K16/28

Applicant
RINAT NEUROSCIENCE CORP

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. Il Priority

OO0 IRKOKX

2. FURTHER ACTION

Box No. | Basis of the opinion

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. VI Certain documents cited
Box No. VIl Certain defects in the international application

Box No. VIII  Certain observations on the international application

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/R220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

whichever expires later.

For further options, see Form PCTASAR220.

Name and mailing address of the ISA:

g)) European Patent Office

D-80298 Munich
Tel. +49 892399 - 0
Fax: +49 89 2399 - 4465

Date of completion of
this opinion

see form
PCTASAR210

Authorized Officer
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Form PCTASAR237 (Cover Sheet) (January 2015)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/AB2018/051067

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

X
(]

4. O

the international application in the language in which it was filed.

a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing:

a. X forming part of the international application as filed:
X in the form of an Annex C/ST.25 text file.

L1 on paper or in the form of an image file.

b. O furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of
international search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. U furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
O in the form of an Annex C/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

O on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section
713).

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
forming part of the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were
furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/AB2018/051067
Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

O the entire international application

B claims Nos. 6-9(completely); 10-12, 14-23, 27-35(partially)

because:

O the said international application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an international search (specify):

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

L1 the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

X no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.
6-9(completely); 10-12, 14-23, 27-35(partially)

L0 a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

L furnish a sequence listing in the form of an Annex C/ST.25 text file, and such listing was not available
to the International Searching Authority in the form and manner acceptable to it; or the sequence listing
furnished did not comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions.

Ol furnish a sequence listing on paper or in the form of an image file complying with the standard provided
for in Annex C of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International
Searching Authority in the form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not
comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rule 13ter.1(a) or (b).

0 See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/AB2018/051067

Box No. IV Lack of unity of invention

1. B In response to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

(i

(|
(]
X

paid additional fees
paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

not paid additional fees

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

U complied with

X not complied with for the following reasons:

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

O all parts.

& the parts relating to claims Nos. 1-5, 13, 24-26(completely); 10-12, 14-23, 27-35(partially)

Box No. V

Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or

industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-5, 13, 24-26(completely); 10, 11, 14-23, 27-35(partially)
No: Claims 12(partially)
Inventive step (1S) Yes: Claims
No: Claims 1-5, 13, 24-26(completely); 10-12, 14-23, 27-35(patrtially)
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-5, 13, 24-26(completely): 10-12, 14-23, 27-35(partially)

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/IB2018/051067

Summary

The present application relates to antibodies to GITR (Glucocorticoid Induced Tumor
necrosis factor Receptor family related protein).

Cited documents

Reference is made to the following documents:

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

A. D. COHEN ET AL: "Agonist Anti-GITR Antibody Enhances Vaccine-
Induced CD8+ T-Cell Responses and Tumor Immunity", CANCER
RESEARCH, vol. 66, no. 9, 1 May 2006 (2006-05-01), pages 4904-4912,
XP055049643, ISSN: 0008-5472, DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-05-2813

WO 2016/054638 A1 (DANA FARBER CANCER INST INC [US]) 7 April
2016 (2016-04-07)

WO 2015/187835 A2 (SQUIBB BRISTOL MYERS CO [US]) 10
December 2015 (2015-12-10)

WO 2016/057841 A1 (NOVARTIS AG [CH]; BROGDON JENNIFER
[US]; CIPOLLETTA DANIELA [US]; DRAN) 14 April 2016 (2016-04-14)

US 2015/064204 A1 (BEERS COURTNEY [US] ET AL) 5 March 2015
(2015-03-05)

WO 2011/028683 A1 (SCHERING CORP [US]; SCHEBYE XIAO MIN
[US]; ERMAKOV GRIGORY P [US]; HOD) 10 March 2011 (2011-03-10)

Pengfei Zhou ET AL: "Pivotal roles of CD4+ effector T cells in mediating
agonistic anti-GITR mAb-induced-immune activation and tumor immunity
in CT26 tumors.", The Journal of Immunology, vol. 179, no. 11, 1
December 2007 (2007-12-01), pages 7365-7375, XP055057796, ISSN:
0022-1767, DOI: 10.4049/jimmunol.179.11.7365

Giuseppe Nocentini ET AL: "Pharmacological modulation of GITRL/GITR
system: therapeutic perspectives”, British Journal of Pharmacology, vol.
165, no. 7, 9 March 2012 (2012-03-09), pages 2089-2099,
XP055150987, ISSN: 0007-1188, DOI: 10.1111/j.
1476-5381.2011.01753.x

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/IB2018/051067

Re ltem IV

This Authority considers that there are 4 inventions covered by the claims indicated
as follows:

1. claims: 1-5, 13, 24-26 (completely); 10-12, 14-23, 27-35 (partially)
directed to anti-GITR antibodies derived from clone m3G7.
2. claims: 6, 7, 9 (completely); 10-12, 14-23, 27-35 (partially)

directed to anti-GITR antibodies derived from clone m10H2.

3. claims: 8, 10-12, 14-23, 27-35 (all partially)
directed to anti-GITR antibodies having VH of SEQ ID NO:70 and VL of
SEQ ID NO:69.

4. claims: 8, 10-12, 14-23, 27-35 (all partially)
directed to anti-GITR antibodies having VH of SEQ ID NO:72 and VL of
SEQ ID NO:71.

The 4 groups of claims solve the problem of providing antibodies which are specific
for GITR.

The single general concept underlying all groups of inventions can thus be regarded
as anti-GITR antibodies. This concept, however, is not new as required by Rule 13.1
PCT, since several anti-GITR antibodies are known in the art, see D1-D6.

Since no other technical feature (Rule 13.2 PCT) could be identified to provide a
linking concept between the subject-matter of said claims, each of the above
mentioned group of claims must be regarded as a separate group of inventions.

First invention

Re ltem V

Novelty, inventive step and industrial applicability

1 The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT,
because the subject-matter of claim 12 is not new in the sense of Article
33(2) PCT.
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2.1

D1 discloses agonistic anti-GITR antibodies that show anti-tumor activity in a
mouse model of melanoma (see abstract and page 4906).

D2 discloses humanized anti-GITR antibodies (page 6), which upon binding,
interrupt the GITR's ligand ability to bind GITR, reduces the suppressive
funtion of Tregs and promote antigen-specific immune responses (page 7).

D3 discloses human monoclonal antibodies that specifically bind to human
GITR and thereby activate downstream GITR signalling (page 22).

D4 discloses human GITR agonist antibodies (see pages 219-220).

D5 discloses human GITR agonist antibodies and their use in immunotherapy
of cancer (page 1, §8).

D6 discloses humanized anti-GITR antibodies with agonist activity and their
use in the treatment of proliferative disorders (pages 2 and 37).

None of these documents discloses antibodies comprising the sequences
recited in claims 1-5 and 13. These claims, together with claims 18-35,
insofar as they depend on them, can be considered novel (Article 33(2)
PCT).

This consideration, however, does not apply to claim 12. This claim is
directed to an isolated antibody that binds to GITR and competes for binding
to GITR and/or binds to an epitope that is the same as or overlaps with the
epitope on GITR recognized by the antibodies of previous claims.

It cannot be excluded beyond reasonable doubt that the known antibodies of
D1-D6 bind the same epitope, or compete for binding to it with the antibodies
of claims 1-2. Thus, claim 12 cannot be deemed novel in light of D1-D6.

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT,
because the subject-matter of claims 1-5, 10, 11 and 13-35 does not involve
an inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

D2 is considered the closest prior art to the subject-matter of claims 1-5, 10,
11 and 13-35, disclosing anti-GITR antibodies and their use in treating cancer
(pages 6-7).

The subject-matter of claims 1-5 and 13 differs from this known D2 in that the
antibodies comprise different sequences. There is no apparent technical
effect derived from said difference, however.

The problem to be solved may therefore be regarded as the provision of
alternative anti-GITR antibodies for use in therapy.
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2.2

2.3

Given the fact that methods to obtain monoclonal antibodies, directed against
every well known and defined antigen (such as GITR) and to screen said
antibodies in order to select those presenting specific characteristics (such as
displaying agonistic activity) are considered routine in the art, the subject-
matter of claims 1-5 and 13 cannot be considered inventive (Article 33(3)
PCT). In the present case, the skilled person would consider obvious
producing further anti-GITR monoclonal antibodies to solve the problem
posed and to do so, said skilled person would apply any of the standard
methods. An inventive step could only be acknowledged if the antibodies
would show unexpected properties or if it was unexpected that such
antibodies could be produced at all, which does not seem to be the case for
the antibodies claimed.

The same reasoning applies, mutatis mutandis, to the subject-matter of the
corresponding independent claims 18-24 and 27-29, directed to cell lines and
hybridomas producing the non-inventive antibodies of previous claims, to
nucleic acids encoding said antibodies, to expression vectors comprising said
polynucleotides, to host cells comprising said expression vectors, to methods
to produce said antibodies, to kits and pharmaceutical compositions
comprising said non-inventive antibodies, and to the use of said non-inventive
antibodies for therapy, which therefore are also considered not inventive
(Article 33(3) PCT).

Dependent claims 10, 11, 14-17, 25, 26 and 30-35 do not appear to contain
any additional features which, in combination with the features of any claim to
which they refer, meet the requirements of the PCT in respect of inventive
step, the reasons being as follows. Antibodies comprising constant regions
are absolutely standard in the art, as are 1gG1, 1gG2 and IgG4 isotypes, see
for instance, D2, page 27, which also teaches IgG4 mutant S228P, relevant
for claims 10 and 11; the agonist antibodies to GITR are known to promote
Treg depletion and activation of T effector cells, causing anti-tumor immunity
in a syngeneic CT26 tumor model (see D4, page 101; D5, example 10, D6,
example 6, D7, page 7366), relevant for claims 14-16; anti-GITR antibodies
binding human GITR were known from D3, for instance (page 2), relevant for
claim 17; expression of antibodies using vectors encoding each chain
separately or both chains is standard in the art, see for instance, D6, pages
35-36, relevant for claims 25 and 26; the use of GITR agonist antibodies for
treating tumors such as breast, bladder, kidney, pancreatic, ovarian,
testicular, lung, gastric, head and neck, colorectal or melanoma was already
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taught in the art (see for instance D3, pages 136-137, D4, pages 214-215 or
D5, page 30, §429-430, relevant for claims 30-32; finally, combination
treatment with anti-GITR antibodies and a further therapeutic agent such as
antibodies binding PD-1, PD-L1, CCR4, CTLA-4, LAG-3 or cytokines such as
IL-10 or kinase inhibitors, was already disclosed in the art, see D2, page 44,
D3, page 124 or D4, claim 59, relevant for claims 33-35.

3 Claims 29-35 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv)/67.1(iv) PCT.

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in
particular substances or compositions for use in a first or further medical
treatment.

Patentability, in particular novelty and inventive step, of claims 29-35 has
been assessed on the basis of a purpose-limited product claim taking into
account the alleged effects of the compound/composition.
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1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Pro Arg

20 25 30

Gly Ile Asn Phe Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro



Lys

Arg

65

Ser

Glu

Leu

50

Phe

Leu

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

35

Leu

Ser

Gln

Pro

12

119

PRT

Ile

Pro

Trp

100

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Secuencia artificial

Constructo sintético

12

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Gln

Thr

Thr

Gly

105

Ala

Asp

Tyr

90

Thr

Ser

Phe

75

Tyr

Lys

Lys

60

Thr

Cys

Val

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Thr

Gln

Ile

110

Pro

Ile

Ala

95

Lys

Ser

Ser

80

Leu



Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Met

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Ile

Val

115

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Glu

Ser

105

Glu

10

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Met

Val

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Ala

Ala

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

Asp

Gly

Lys

Arg

Ile

Arg

Ile

Leu

50

Phe

13

111

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

13

Gln

Val

Asn

35

Leu

Ser

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Gln

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

Ser

Phe

Ser

Ser

Pro

Lys

60

Thr

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Glu

30

Lys

Val

Thr

Val

15

Pro

Ala

Pro

Ile

Gly

Arg

Pro

Ser

Ser



65 70 75 80

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Leu

85 90 95

Glu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110

<210> 14
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 14

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Ala

20 25 30



Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Met

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Leu

<210>

<211>

<212>

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Ile

Val

115

15

107

PRT

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Thr

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

Pro

Asp

Glu

Thr

105

Ile

Thr

Asp

90

Met

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

Glu

Ile

Lys

Ser

65

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Secuencia artificial

Constructo sintético

15

Leu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Ser

Cys

Arg

Val

55

Phe

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Ala

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Phe

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Val

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

80



Glu Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Tyr Ser Trp Pro Ala

85

90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100

16

118

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

16

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser

Ser Val Lys Ile Ser Cys Thr

20

Trp Ile Glu Trp Val Lys Gln

105

Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala

10 15

Ala Thr Gly Tyr Thr Ile Ser Arg Tyr

25 30

Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile



Gly

Lys

65

Met

Ala

Ser

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

35

Ile

Lys

Leu

Lys

Thr

115

17
107

PRT

Leu

Ala

Ser

Gly

100

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Ser

Gly

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Secuencia artificial

40

Gly Val

Ala Asp

Ser Glu

Ala Met

105

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Asn

Ser

75

Ser

Tyr

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

45

Asn

Asn

Val

Gly

Glu

Thr

Tyr

Gln

110

Lys

Ala

Ser

95

Gly

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



<223>

<400>

Glu

Glu

Ile

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

17

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr

Leu

Gln

Glu

Thr

Val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Constructo sintético

Ser

Cys

Lys

Val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Ser

Pro

60

Ser

Tyr

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Ala



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Val

Ser Val

Trp Ile

Gly Glu

50

18

118

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

18

Gln

Lys

Glu

35

Ile

Leu

Val

20

Trp

Leu

Val

Ser

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Val

Glu Val

10

Gly Gly

Gly Gln

Thr Asn

Lys

Thr

60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Gly Ser

15

Arg Tyr

Trp Met

Lys Phe



Lys Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Ser Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

Leu

Lys

Thr

115

19
107

PRT

Val

Ser

Gly

100

Val

Thr

Ser

85

Thr

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr

Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

105

Secuencia artificial

Constructo sintético

19

90

75

110

Ala Tyr

80

Tyr Cys

95

Gly Thr



Glu

Glu

Ile

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

20

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Thr

Leu

Gln

Glu

Thr

Val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Ala



<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Val

Val

Ile

Glu

50

Gly

118

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

20

Gln

Lys

Glu

35

Ile

Arg

Leu

Val

20

Trp

Leu

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Val

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Val

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Gly

Glu

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Lys Gly Arg Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 21
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 21

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Phe Gly Ile Asn Phe Met Asn

1 5 10 15



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

22

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

22

Ala Ala Ser Asn Gln Gly Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

23

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

23



Gln Gln Ser Lys Glu Leu Pro Trp Thr

1 5
<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 24

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr

1 5
<210> 25

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>



<223> Constructo sintético

<400> 25

Asp Tyr Thr Met Asn

1 5
<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 26

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Thr Met Asn

1 5 10
<210> 27

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 27

Asn Pro Tyr Asn Gly Gly

1 5
<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 28

Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Ile Arg Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15

Gly



<210> 29
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 29

Ile Gly Gly Tyr Tyr Asp Ser Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400> 30

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Phe Gly Ile Asn Phe Leu Asn

1 5 10 15
<210> 31

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (7)) ..(7)

<223> Xaa es D o E

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa es N o P



<220>
<221> MISC FEATURE
<222>  (9)..(9)

<223> Xaa es F o R

<220>

<221> MISC FEATURE

<222>  (14)..(14)

<223> Xaa es M o L

<400> 31

Arg Ala Ser Glu Ser Val Xaa Xaa Xaa Gly Ile Asn Phe Xaa Asn

1 5 10 15
<210> 32

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400> 32

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

1 5
<210> 33

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 33

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Thr Met Asn

1 5 10
<210> 34

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 34

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

1 5
<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 35

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Thr Met Asn

1 5 10



<210> 36
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 36

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Pro Arg Gly Ile Asn Phe Leu Asn

1 5 10 15
<210> 37

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 37

Ala Ala Ser Asn Gln Ala Lys



<210> 38
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 38

Gln Gln Ala Leu Glu Leu Pro Trp Thr

1 5
<210> 39

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400>

39

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

40

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

40

Gly Ala Thr Met Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5

41

10

PRT

Secuencia artificial



<223> Constructo sintético

<400> 41

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Ala Thr Met Asn

1 5 10
<210> 42

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 42

Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Pro Arg Gly Ile Asn Phe Leu Asn

1 5 10 15
<210> 43

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 43

Ala Ala Ser Gln Ala Ser Lys

1 5
<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 44

Asn Pro Tyr Thr Gly Gly

1 5

<210> 45

<211> 17



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 45

Leu Ile Asn Pro Tyr Thr Gly Gly Ile Arg Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 4o

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 46



Ile Gly Gly Tyr Tyr Asp Thr Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 47

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 47

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Ser Ile His

1 5 10
<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400> 48

Tyr Ala Ser Glu Ser Val Ser

1 5
<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 49

Gln Gln Thr Tyr Ser Trp Pro Ala Thr

1 5
<210> 50

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>



<223> Constructo sintético

<400> 50

Gly Tyr Thr Ile Ser Arg Tyr Trp Ile Glu

1 5 10
<210> 51

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 51

Gly Tyr Thr Ile Ser Arg Tyr

1 5
<210> 52

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 52

Arg Tyr Trp Ile Glu

1 5
<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 53

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Val Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15

Gly



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

54

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

54

Leu Pro Gly Ser Gly Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

55

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

55



Lys Gly Thr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5
<210> 56

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 56

Gly Gly Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Ile Glu

1 5 10
<210> 57

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400> 57

Gly Gly Thr Phe Ser Arg Tyr

1 5
<210> 58

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 58

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Val Thr Phe Glu Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 59

<211> o



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 59

Leu Pro Gly Ser Gly Val

1 5
<210> 60

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 60

Lys Gly Arg Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

61

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

MISC_ FEATURE
(4) .. (4)

Xaa es N o Q

MISC FEATURE

(5) .. (3)

Xaa es Q o A

MISC FEATURE

(6) .. (6)

Xaa es G, A, o S



<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (7)) ..(7)

<223> Xaa es S o K

<400> 61

Ala Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5
<210> 62

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
222> (3)..(3)

<223> Xaa es S o A



<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4) .. (4)

<223> Xaa es K o L

<400> 62

Gln Gln Xaa Xaa Glu Leu Pro Trp Thr

1 5
<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa 1s Y or F



<220>
<221> MISC FEATURE
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa es S o T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es T o S

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es D o G

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (7)) ..(7)

<223> Xaa es Y o A

<400> 63

Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa

1 5



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

64

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

MISC FEATURE
(1) .. (1)

Xaa es D o G

MISC_ FEATURE
(2)..(2)

Xaa es Y o A

64

Xaa Xaa Thr Met Asn



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

65
10
PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

MISC FEATURE
(2)..(2)

Xaa es Y o F

MISC FEATURE
(3)..(3)

Xaa es S o T

MISC FEATURE



<222>  (5)..(5)

<223> Xaa es T o S

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es D o G

<220>

<221> MISC FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223> Xaa es Y o A

<400> 65

Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Thr Met Asn

1 5 10
<210> 66

<211> o6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Constructo sintético

MISC FEATURE
(4) .. (4)

Xaa es N o T

66

Asn Pro Tyr Xaa Gly Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

5

67

17

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético



<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es N o T

<400> 67

Leu Ile Asn Pro Tyr Xaa Gly Gly Ile Arg Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 68

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> MISC FEATURE



<222>  (7)..(7)

<223> Xaa es S o T

<400> 68

Ile Gly Gly Tyr Tyr Asp Xaa Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 69
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 69

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly

1 5 10 15

Glu Thr Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

20 25 30



Gly

Ser

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Asn

Pro

50

Ser

Tyr

<210>

<211>

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Asp

70

119

Lys

Leu

Phe

Val

Ala

100

Ser

Leu

Ile

Gln

85

Pro

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Pro

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Trp

Ala

Ser

Met

Gly

105

Tyr

Ser

Ala

90

Gly

Gln

Pro

Thr

75

Thr

Gly

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Lys

45

Gln

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile



<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

70

Gln

Thr

Ala

35

Ile

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Asp

Ala

Ala

40

Ile

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Val

10

Gly

Thr

Thr

Thr

Leu

Phe

Lys

Phe

Ala

75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Lys

Tyr

Val

Val

Tyr

80



Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys

85 90 95

Thr Arg Gly Leu Gln Trp Pro Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln Gly

100 105 110

Ala Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 71
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 71

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Thr Thr Met Ala Ala Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Leu Asn Tyr Met

20 25 30



His

Asp

Gly

65

Asp

Phe

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Ser

72
123

PRT

Gln

Glu

Thr

Thr

Gly

100

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Secuencia artificial

Constructo sintético

Leu

Leu

Glu

Thr

Val

Thr

Gln

Ile

105

Ser

Pro

Ile

Lys

90

Lys

Pro

Ser

75

Asn

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Trp

Ser

Glu

Pro

Ile

Gly

Ala

Leu

95

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



<400>

Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Thr

72

Gln

Lys

Ala

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Asp

Tyr

100

Val

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

85

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Glu

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

10

Thr

Thr

Asn

90

His

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Thr

Val

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val

110

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Asp

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala



Trp Gly Gln Gly Val Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 73
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 73

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Gly Asn Gln Lys Ser Tyr Leu

1 5 10 15

Ala

<210> 74

<211> 7



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 74

Trp Ala Ser Pro Arg Gln Ser

1 5
<210> 75

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 75

Gln Gln Tyr Tyr Asp Ala Pro Pro Thr

1 5



<210> 76
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 76

Asp Tyr Tyr Met Ala

1 5
<210> 77

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético



<400> 77

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Met Ala

1 5 10
<210> 78

<211> ©

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 78

Ser Tyr Asp Asp Ile Thr

1 5
<210> 79

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 79

Thr Tle Ser Tyr Asp Asp Ile Thr Thr Phe Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 80

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 80



Gly Leu Gln Trp Pro Tyr Val Met Asp Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10

81

10

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

81

Arg Ala Ser Ser Ser Leu Asn Tyr Met His

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5 10

82

PRT

Secuencia artificial



<223> Constructo sintético

<400> 82

Asp Thr Ser Glu Leu Ala Ser

1 5
<210> 83

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 83

Leu Gln Lys Asn Gly Tyr Pro Leu Thr

1 5

<210> 84

<211> 10



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 84

Gly Phe Thr Phe Thr Lys Tyr Gly Met Ala

1 5 10
<210> 85

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 85

Lys Tyr Gly Met Ala

1 5



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

86

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

86

Gly Phe Thr Phe Thr Lys Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

87

14

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

87



Asp Tyr Tyr Asp Gly Ser Tyr His Ser Asp Val Val Asp Ala

1

<210> 88

<211> 255
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 88

gatattgtcc

gagagccacc

atttcctgtc

gaactggttc

cagcagaagt

ccagggatcg

ggagtgccag

5

tcacccaatc

60

gggcatccga

120

ccggacagcc

180

cccgcttcecag

Secuencia artificial

Constructo sintético

ccccgcetteg

aagcgtggac

tccgaaactg

cggatcaggc

10

ctcgccgtgt

aatttcggga

ttgatctacg

tccggtaccg

cactgggcca

tcaacttcat

ccgcgagcaa

atttctcect



ggacatccac 240

ccgatggagg

aggac 255
<210> 89

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 89
gaggtgcagc tgcagcaaag tggccccgag agagtgaaac ccggagcctce

catgaagatt 60

tcttgcaagg tgagtggata cagctttacc gactacacaa tgaactgggt

gaagcagtct 120

cacgggaaga acctggagtg gattggcctg atcaatcctt acaacggcgg

aattagatat 180



aaccagaagt ttaaaggaaa ggcctccttg accgttgaca aaagctcaaa

taccgcctac
atggagctgt
tgtct
<210> 90
<211> 255
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400>

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

90

gatattcaaa

tcgtgttact

attacctgtc

gaattggttt

Caacaaaagc

tcagggtagc

tgacccaatc cccttcttcet ttgtctgcat ccgttggtga

60

gcgcgagcga atccgtggat aacttcggta ttaactttct

120

Ccgggcaaggc gccgaaactg ctgatctacg cagcgtcaaa

180

255



ggtgttccgt cgcgcttcag cggtagcggt tccggcacgg actttacgcet

gacgatcagc
agcctgcagc
cagag
<210> 91
<211> 255
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400>

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

91

gaggtccaac

cttgcgtctg

agctgtgcgg

ccgtcaggca

ccgggtaaag

tggtcgagtc tggcggtggc ctggttcagc cgggtggtag

60

ttagcggtta cagctttacc gattatacca tgaactgggt

120

gtctggagtg ggtcgctctg atcaatccgt acaacggcgg

255



catccgctac 180

aatcaaaagt ttaagggtcg cttcacgatt tcggttgata acgcgaagaa

cagcctgtat 240

ctgcaaatga

atagc 255
<210> 92

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 92
gatattcaga tgacccagag cccgagcagc ctgagcgcca gcgtgggtga

tcgcgtgacc 60

attacctgtc gcgcaagcga aagcgtggat aactttggca ttaactttct

gaactggtat 120



cagcagaaac

ccagggcagc

ggtgtgccga

gaccattagc

agcctgcagc

cggaa

<210> 93
<211> 255

<212> DNA

caggcaaagc cccaaaactg ctgatttatg ccgcaagcaa

180

gccgctttag cggtagcggc agcggcaccg attttacccet

240

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 93
gaagtgcagc

tctgcgcectg

agctgtgccg

gcgccaggca

tggttgaaag cggtggcggt ctggtgcagc caggcggtag

60

caagcggctt tacctttagc gattatacca tgaactgggt

120

255



ccaggcaaag gcctggaatg ggtggccctg attaacccgt ataacggtgg

cattcgctat 180

aaccagaaat tcaaaggtcg ctttaccatc agtcgcgata acgccaaaaa

cagcctgtat 240

ctgcagatga

acagc 255
<210> 94

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 94

gaaattgtgc tgacccagag cccaggcacc ctgagcctga gcccaggtga

acgcgcaacc 60

ctgagctgtc gcgcaagcga aagcgtggat aactttggca ttaacttcat



gaactggtat 120

cagcagaaac caggccaggc accacgcctg ctgatttatg ccgcaagcaa

ccagggcagc 180

ggcattccgg atcgctttag cggcagcggt agcggcaccg attttaccct

gaccattagt 240

cgcctggaac

cggaa 255
<210> 95

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 95
caggttcagc tggtgcagag cggtgccgaa gtgaaaaaac cgggtgccag

cgtgaaagtg 60



agctgcaaag ccagcggcta tacctttacc gattatacca tgaactgggt

tcgccaagca 120

ccaggtcagg gcctggaatg gatgggcctg attaacccgt ataacggtgg

cattcgctat 180

aaccagaaat tcaaaggtcg cgtgaccatg acccgcgata ccagcaccag

caccgtgtat 240

atggaactga

gcagc 255
<210> 96

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 96
gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgtctgcca gcgtgggcga

cagagtgacc 60



atcacctgta gagccagcga gagcgtggac cccagaggca tcaactttct

gaactggtat 120

cagcagaagc ccggcaaggc ccccaagctg ctgatctacg ccgccagcaa

tcaggccaag 180

ggcgtgccca gcagattttc cggctctggce agcggcaccg acttcaccct

gaccatctct 240

agcctgcagc

ccgag 255
<210> 97

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 97

cagctggtgc agtctggcgc cgaagtgaag aaaccaggcg ccagcgtgaa



ggtgtcctgc 60

aaggccagcg gctacacctt taccggcgcc accatgaact gggtgcgcca

ggctcctgga 120

cagggcctgg aatggatggg cctgatcaac ccctacaacg gcggcatccg

gtacaaccag 180

aaattcaagg gcagagtgac catgacccgg gacaccagca cctccaccgt

gtacatggaa 240

ctgagcagcc

tgcgg 255
<210> 98

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 98



gacatccaaa

ccgcgtgacc

atcacgtgtc

gaactggtac

cagcagaagc

agcctcaaaa

ggagtgccgt

gactattagc

agcctccagc

ccgag

<210> 99
<211> 255
<212>

<213>

<220>

<223>

DNA

tgacccagtc

60

gggcatcgga

120

ctggaaaggc

180

cgaggttctc

240

cccttecectceca

aagcgtggaa

cccgaagctg

cgggtcggga

Secuencia artificial

Constructo sintético

ctctccgcett

ccaagaggga

cttatctatg

tccggaaccg

ccgtgggcga

ttaacttcct

ccgcgtcccea

acttcaccct

255



<400> 99
caggtgcagc

cgtgaaggtg

tcctgcaagg

gcgccaggcet

cctggacagg

catccggtac

aaccagaaat

caccgtgtac

atggaactga

gcagc

<210> 100

<211> 255
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

tggtgcagtc

60

ccagcggcta

120

gcctggaatg

180

tcaagggcag

240

tggcgccgaa

cacctttacc

gatgggcctg

agtgaccatg

Secuencia artificial

Constructo sintético

gtgaagaaac

ggcgccacca

atcaacccct

acccgggaca

caggcgccag

tgaactgggt

acaccggcgg

ccagcacctc

255



<400> 100
gacatccaaa

ccgcgtgacc

atcacgtgtc

gaactggtac

cagcagaagc

agcctcaaaa

ggagtgccgt

gactattagc

agcctccagc

ccgag

<210> 101

<211> 255
<212> DNA

<213>

<220>

tgacccagtc

60

gggcatcgga

120

ctggaaaggc

180

cgaggttctc

240

cccttectcea

aagcgtggaa

cccgaagctg

cgggtcggga

Secuencia artificial

ctctccgcett

ccaagaggga

cttatctatg

tccggaaccg

ccgtgggcga

ttaacttcct

ccgcgtcccea

acttcaccct

255



<223>
<400> 101
caggtgcagc

cgtgaaggtg

tcctgcaagg

gcgccaggcet

cctggacagg

catccggtac

aaccagaaat

caccgtgtac

atggaactga

gcagc

<210> 102

<211> 255
<212> DNA

<213>

tggtgcagtc

60

ccagcggcta

120

gcctggaatg

180

tcaagggcag

240

Constructo sintético

tggcgccgaa

cacctttacc

gatgggcctg

agtgaccatg

Secuencia artificial

gtgaagaaac

ggcgccacca

atcaaccctt

acccgggaca

caggcgccag

tgaactgggt

acaccggcgg

ccagcacctc

255



<220>
<223>
<400> 102
gacatcttgc

aagagtcagt

ttctcctgca

gcaaagaaca

aatggttctc

gatcccttcc

aggtttagtg

tgtggagtct

gaagatattg

cagat

<210> 103

<211> 255
<212> DNA

<213>

tgactcagtc

60

gggccagtca

120

caaggcttct

180

gcagtggatc

240

Constructo sintético

tccagccatc

gagcattggc

cataaagtat

agggacagat

Secuencia artificial

ctgtctgtga

acaagcatac

gcttctgagt

tttactctgt

gtccaggaga

actggtatca

ctgtctctgg

tcatcaacag

255



<220>
<223>
<400> 103
caggttcagc

agtgaagata

tcctgcacgg

aaagcagagg

cctggacatg

tactaactac

aatgagaagt

cacagcctac

atgcaactca

gcagc

<210> 104

<211> 255

<212> DNA

tgcagcagtc

60

ctactggcta

120

gccttgagtg

180

tcaagggcaa

240

Constructo sintético

tggagctgag

cacaatcagt

gattggagag

ggccacattc

ctgatgaagc

agatattgga

attttacctg

actgcagata

ctggggcctc

tagagtgggt

gaagtggtgt

catcctccaa

255



<213>

<220>
<223>
<400> 104
gaaatcgtgc

aagggccact

ctttcctgcecce

gcagaagccg

gggcaggcgce

catcccggat

agattcagcg

cctggagcct

gaggacttcg

ctgtg

<210> 105

<211> 255

tgactcagtc

60

gggcatccca

120

cccggctgcet

180

gaagcggctc

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

acctggaacc

gtcgatcgga

catctattac

aggcaccgac

ctctcgttgt

acctccattc

gcctccgaat

tttaccctga

ccceccgggga

actggtacca

ccgtgtceccgg

ctatctcgcg

255



<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 105
caagtgcagc

ggtgaaagtg

tcctgcaagg

cagacaggcg

cccggacagg

gaccaactac

aacgagaagt

caccgcctac

atggagctga

gctcc

<210> 106

tcgtccagtc

60

catcgggagg

120

gccttgagtg

180

tcaagggtcg

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

cggcgccgaa

gaccttcagc

gatgggcgaa

cgtgacgatc

gtcaagaagc

cggtattgga

attctgccgg

accgccgacg

ctggttcctc

tcgaatgggt

gatccggagt

aatcaacttc

255



<211> 255
<212>

<213>

<220>
<223>
<400> 106
gaaatcgtgc

aagggccact

ctttcctgcc

gcagaagccg

gggcaggcgce

catcccggat

agattcagcg

cctggagcct

gaggacttcg

ctgtg

DNA

tgactcagtc

60

gggcatccca

120

cccggcectgcet

180

gaagcggctc

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

acctggaacc

gtcgatcgga

catctattac

aggcaccgac

ctctcgttgt

acctccattc

gcctccgaat

tttaccctga

ccceccgggga

actggtacca

ccgtgtccgg

ctatctcgcg

255



<210> 107

<211> 255
<212> DNA

<213>

<220>
<223>
<400> 107
caagtgcaac

cgtgaaagtg

tcctgcaaaqg

cagacaggcg

cctgggcagg

gaccttcgag

aacgagaagt

aaccgcatat

atggaactca

gcagc

Secuencia artificial

Constructo sintético

ttgtgcagtc gggagccgaa

60

cctccggecgg tacctttagce

120

gactggaatg gatgggggaa

180

tcaagggccg cgtgaccatt

240

gtcaagaagc

cggtactgga

atcctgcecgg

accgctgacg

ccggttcectce

tcgaatgggt

gctccggagt

agtcgacttc

255



<210> 108

<211> 137

<212> PRT

<213> Homo

<400> 108

Gln Arg Pro

Gly Thr Gly

Cys Arg Asp

35

Cys Val Gln

50

sapiens

Thr Gly Gly Pro

Thr Asp Ala Arg

20

Tyr Pro Gly Glu

Pro Glu Phe His

55

Gly

Cys

Glu

40

Cys

Cys

Cys

25

Cys

Gly

Gly Pro

10

Arg Val

Cys Ser

Asp Pro

Gly Arg

His Thr

Glu Trp

45

Cys Cys

60

Leu

Thr

30

Asp

Thr

Leu

15

Arg

Cys

Thr

Leu

Cys

Met

Cys



Arg

65

Phe

Gly

Gly

Val

His

Ser

Phe

Pro

130

<210>

<211>

<212>

<213>

His

Phe

His

Leu

115

Gly

109
218

PRT

Pro

Gly

Glu

100

Thr

Ser

Cys

Phe

85

Gly

Val

Pro

Pro

70

Gln

His

Phe

Pro

Pro

Cys

Cys

Pro

Ala

135

Secuencia artificial

Gly

Ile

Lys

Gly

120

Glu

Gln

Asp

Pro

105

Asn

Pro

Gly Val Gln

75

Cys Ala Ser

90

Trp Thr Asp

Lys Thr His

Ser Gln

Gly Thr

Cys Thr

110

Asn Ala

125

Gly Lys

80

Phe Ser

95

Gln Phe

Val Cys



<220>

<223>

<400>

Asp

Asp

Gly

Lys

Arg

65

Ile

Arg

Ile

Leu

50

Phe

109

Gln

Val

Asn

35

Leu

Ser

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Constructo sintético

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Gln

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

Ser

Phe

75

Ser

Ser

Pro

Lys

60

Thr

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Glu

30

Lys

Val

Thr

Val

15

Pro

Ala

Pro

Ile

Gly

Arg

Pro

Ser

Ser

80



Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Val

Lys

130

Arg

Asn

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Pro

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Leu

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr



Tyr Ser

His Lys

Val Thr

210

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

180 185 190

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

195 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215

110

217

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

110



Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Val

Val

Met

Leu

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Glu

Glu

10

Ile

Thr

Asp

90

Val

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Ala

Ala

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ile

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Asp

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Ser

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Lys

Pro

155

Thr

Val

Tyr

Gly

140

Val

Phe

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser



Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro

195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val

210 215
<210> 111
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 111

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Gln Pro Arg

20 25 30



Gly

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Ile

Leu

50

Phe

Leu

Leu

<210>

<211>

Asn

35

Leu

Ser

Gln

Pro

112

119

Phe

Ile

Gly

Pro

Trp

100

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Gln

Pro

Asp

Tyr

90

Thr

Lys

Ser

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Lys

60

Thr

Cys

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

110

Ala

Pro

Ile

Ala

95

Lys

Pro

Ser

Ser

80

Leu



<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln

Ser

Thr

Gly

Val

Val

Val

Leu

50

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

112

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Glu Val

10

Gly Tyr

Gly Gln

Ile Arg

Lys

Thr

Tyr

60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe



Lys Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

Arg

Leu

Ile

Val

115

113
15

PRT

Val

Ser

Gly

100

Thr

Thr

Ser

85

Val

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Arg

Tyr

Ser

Secuencia artificial

Constructo sintético

Arg Asp

Ser Glu

Asp Ser

105

Thr Ser Thr Ser Thr

75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Met Asp Tyr Trp Gly

110

Val Tyr

80

Tyr Cys

95

Gln Gly



<400> 113

Arg Ala Ser Glu Ser Val Gln Pro Arg Gly Ile Asn Phe Leu Asn

1 5 10 15
<210> 114

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 114

Ala Ala Ser Asn Pro Ser Lys

1 5
<210> 115

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Constructo sintético

<400> 115

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Thr Val Ser

1 5 10
<210> 116

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 116

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

1 5



<210> 117
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 117

Gly Tyr Thr Val Ser

1 5
<210> 118
<211> 255
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 118

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgaa gtgaagaaac caggcgccag



cgtgaaggtg 60

tcctgcaagg ccagcggcta cacctttaca ggctacaccg tgtcctgggt

gcgccaggcet 120

cctggacagg gactggaatg gatgggcctg atcaacccct acaccggcgg

catccggtac 180

aaccagaaat tcaagggcag agtgaccatg acccgggaca ccagcacctce

caccgtgtac 240
atggaactga

gcagc

<210> 119

<211> 255

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>

<400>

Constructo sintético

119

255



gacatccaaa

ccgcgtgacc

atcacgtgtc

gaactggtac

cagcagaagc

cccgtcaaaa

ggagtgccgt

gactattagc

agcctccagc

ccgag

<210> 120

<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

tgacccagtc

60

gggcatcgga

120

ctggaaaggc

180

cgaggttctc

240

cccttecectceca

aagcgtgcaa

cccgaagctg

cgggtcggga

Secuencia artificial

Constructo sintético

ctctccgcett

ccaagaggga

cttatctatg

tccggaaccg

ccgtgggcga

ttaacttcct

ccgcgtccaa

acttcaccct

255



<400>

Glu

Glu

Ile

Tyr

Ser

65

Glu

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

120

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Glu

Thr

Val

85

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Val

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Ala



Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

<210> 121
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 121

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Arg Tyr

20 25 30



Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Ser

Ile

Glu

50

Gly

Glu

Arg

Val

Glu

35

Ile

Arg

Leu

Lys

Thr

115

Trp

Leu

Val

Ser

Gly

100

Val

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

Val

Asp

Glu

Met

105

Glu

Glu

Asp

90

Asp

Gln

Trp

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Leu

45

Asn

Ser

Val

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln

110

Lys

Ala

Tyr

95

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Ile

Glu Arg

Ile His

Tyr Tyr

50

122
107
PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

122

Val Leu Thr Gln Ser

Ala Thr Leu Ser Cys

20

Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Ala Ser Glu Ser Val

55

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Thr Leu

10

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gly

Ser

Ile

Gly



Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro

65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

70

85

100

123

118

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

123

75 80

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Tyr Ser Trp Pro Ala

90 95

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

105



Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Val

Val

Ile

Glu

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Glu

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Leu

Val

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Val

Asp

Glu

Glu

10

Thr

Glu

Asp

90

Val

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Thr

Gly

Glu

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Ala Arg Lys Gly Arg Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 124
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 124

Lys Gly Arg Gly Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5

<210> 125

<211> 255



<212> DNA

<213>

<220>
<223>
<400> 125
gaaatcgtgc

aagggccact

ctttcctgcc

gcagaagccg

gggcaggcgce

catcccggat

agattcagcg

cctggagcct

gaggacttcg

ctgtg

<210> 126

tgactcagtc

60

gggcatccca

120

cccggcectgcet

180

gaagcggctc

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

acctggaacc

gtcgatcgga

catctattac

aggcaccgac

ctctcgttgt

acctccattc

gcctccgaat

tttaccctga

cccccgggga

actggtacca

ccgtgtccgg

ctatctcgcg

255



<211> 255
<212>

<213>

<220>
<223>
<400> 126
caagtgcaac

cgtgaaagtg

tcctgcaaaqg

cagacaggcg

cctgggcagg

gaccttcgag

aacgagaagt

aaccgcatat

atggaactca

gcagc

DNA

ttgtgcagtc

60

cctccggcgg

120

gactggaatg

180

tcaagggccg

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

gggagccgaa

tacctttagc

gatgggggaa

cgtgaccatt

gtcaagaagc

cggtactgga

atcctgcecgg

accgctgacg

ccggttcectce

tcgaatgggt

gctccggagt

agtcgacttc

255



<210> 127

<211> 255
<212>

<213>

<220>
<223>
<400> 127
gaaatcgtgc

aagggccact

ctttcctgcecce

gcagaagccg

gggcaggcgce

catcccggat

agattcagcg

cctggagcct

gaggacttcg

ctgtg

DNA

tgactcagtc

60

gggcatccca

120

cccggcectgcet

180

gaagcggctc

240

Secuencia artificial

Constructo sintético

acctggaacc

gtcgatcgga

catctattac

aggcaccgac

ctctcgttgt

acctccattc

gcctccgaat

tttaccctga

ccceccgggga

actggtacca

ccgtgtccgg

ctatctcgcg

255



<210> 128

<211> 255
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 128
caagtgcaac

cgtgaaagtg

tcctgcaaaqg

cagacaggcg

cctgggcagg

gaccttcgag

aacgagaagt

aaccgcatat

atggaactca

gcagc

Secuencia artificial

Constructo sintético

ttgtgcagtc gggagccgaa

60

cctccggecgg tacctttagce

120

gactggaatg gatgggggaa

180

tcaagggccg cgtgaccatt

240

gtcaagaagc

cggtactgga

atcctgccgg

accgctgacg

ccggttcectce

tcgaatgggt

gctccggagt

agtcgacttc

255



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

129

255

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

129

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1

5

10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val

35

25 30

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

40 45



Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys



Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Lys

Lys

Leu

Lys

205
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<213> Secuencia artificial
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<223> Constructo sintético

<400> 130

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
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ANTICUERPOS ANTI-GITR Y METODOS DE USO DE LOS MISMOS

Campo

La presente invencidén se relaciona con anticuerpos,
por ejemplo, anticuerpos de longitud completa que se unen a
la proteina relacionada con la familia receptora del factor
de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GITR). La
invencién ademas se relaciona con composiciones que
comprenden anticuerpos para GITR y métodos para utilizar los
anticuerpos anti-GITR como un medicamento. Ciertas
modalidades se relacionan con métodos para utilizar los
anticuerpos anti-GITR para el tratamiento, prevencidén vy/o
diagndéstico de diversas enfermedades, incluyendo una

enfermedad hiperproliferativa, tal como céncer.

Antecedentes

La proteina relacionada con la familia receptora
del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides
(GITR) se expresa en la superficie de 1las células NK vy
células T, incluyendo células CD8", CD4', o T reguladoras
(Treg). Las Treg expresan GITR a mayores niveles que las

otras células T CD4" o células T CD8'. La expresién de GITR es
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baja vy en poblaciones menores de Tregs en la sangre
periférica, mientras que los tumores sé6lidos infiltrados por
células Treg han incrementado la expresién de GITR en la
mayoria de las Treg.

La via de sefializacién de GITR incrementa 1la
proliferacién de células T y funciones efectoras y también
protege las células T de la muerte celular inducida por 1la
activacidén (AICD), la cual a su vez incrementa la frecuencia
de la memoria de células T. Ver, por ejemplo, Ronchetti et
al., Euro. J. of Immunology. 34(3):613-22 (2004); y Snell et
al., Immunological Reviews. 244(1):197-217 (2011). Estudios
previos han mostrado que un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-
GITR agonista tiene una eficacia anti-tumor en mtGltiples
modelos de tumor singénico de ratdn, incluyendo Fibrosarcoma
Meth A, carcinoma de colon CT26, y carcinoma de vejiga MB49.
Ver, por ejemplo, Joshi et al., Immunity, 43:1-12 (2015); vy
Ronchetti et al., J. of Immunology, 179:5916-5916 (2007). Se
ha mostrado que esta eficacia corresponde con la sensibilidad
intensificada de las células T efectoras. Ver, por ejemplo,
Ko et al., J. Exp. Med. 202(7):885-891 (2005); Coe et al.,
Cancer Immunol. Immunother., 59(9):1367-77 (2010); y Cohen et

al., Cancer Res., 66(9):4904-12 (2006). Los agonistas de GITR
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también han mostrado un efecto sinérgico anti-tumor con un
anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-PD-1. Ver, por
ejemplo, Mitsui et al., Clinical Cancer Research: an Official
Journal of the American Association for Cancer research,
16(10):2781-91 (2010); vy Lu et al., J. of Translational
Medicine, 12:36 (2014). En consecuencia, el desarrollo de un
agente terapéutico a Dbase de anticuerpos gque modula la
seflalizacién de GITR podria ser de mayor valor en 1los

tratamientos de céncer.

Compendio

La invencidén descrita en la presente estd dirigida
a anticuerpos que se unen de forma selectiva a GITR. Se
demostré que los anticuerpos anti-GITR de la presente
invencidén tienen la doble propiedad de supresidédn de Treg vy
activacién de las células T efectoras, lo cual a su vez
resulta en una relacidén de T efectoras a Treg intensificada
en tumores y regresidén de tumor en pacientes.

En un aspecto, la invencidén  proporciona un
anticuerpo aislado que se une especificamente a GITR vy
comprende: una regidén variable de cadena pesada (VH) que

comprende una regidén determinante de complementariedad VH una
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(CDR1), CDR2 VH y CDR3 VH de la VH gque tiene una secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 112; vy/o una regidén variable de
cadena ligera (VL) que comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3
VL de la VL gue tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 o 111. En algunas modalidades, el anticuerpo
comprende una regidén VH producida por el vector de expresidn
con No. de acceso de ATCC PTA-123632. En algunas modalidades,
el anticuerpo comprende una regidén VL producida por el vector
de expresidén con No. de acceso de ATCC PTA-123633.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
CDR1 VH que comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID
NO: 24, 25, 26, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 41, 115, 116, 117,
63, 64, 65, una CDR2 VH que comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 27, 28, 44, 45, 66 o 67 y una CDR3
VH que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 29, 46 o 68; vy/o una CDR1 VL que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 30, 36,
42, 113 o 31, wuna CDR2 VL que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 37, 43, 114 o 61 y una

CDR3 VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
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SEQ ID NO: 23, 38 o 62. En algunas modalidades, el anticuerpo
comprende una VH que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 112 o una
variante de la misma con una o varias sustituciones de
aminoacidos conservadoras en los residuos gque no estan dentro
de una CDR. En algunas modalidades, el anticuerpo comprende
una VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o 111 o una variante de 1la
misma con una o varias sustituciones de aminoacidos en 1los
aminodcidos que no estan dentro de wuna CDR. En algunas
modalidades, el anticuerpo comprende una VH que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14 o 112 y una VL gque comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o
111.

En otro aspecto, la invencién proporciona un
anticuerpo aislado gque se une especificamente a GITR vy
comprende: una VH que comprende una CDR1 VH, CDR2Z VH y CDR3
VH de la VH gque tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 16, 18, 20,
121 vy 123; y/o una VL que comprende una CDR1 VL, CDR2 VL vy

CDR3 VL de la VL que tiene wuna secuencia de aminoacidos
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seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 15, 17, 19,
120 y 122. En algunas modalidades, el anticuerpo comprende
una CDR1 VH que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 50, 51, 52, 56 o 57, una CDR2 VH gue comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 53, 54, 58 o 59 y una
CDR3 VH que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
SEQ ID NO: 55, 60 o 124; y/o una CDR1 VL que comprende la
secuencia de aminocdcidos mostrada en SEQ ID NO: 47, una CDR2
VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 48 vy una CDR3 VL que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 49.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un
anticuerpo aislado gque se une especificamente a GITR vy
comprende: una VH que comprende una CDR1 VH, CDR2 VH y CDR3
VH de la VH gque tiene wuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 70 y 72;
y/0 una VL que comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la
VL que tiene una secuencia de aminocdcidos seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 69 vy 71. En algunas
modalidades, el anticuerpo comprende una CDR1 VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32, 76,

77, 84, 85 u 86, una CDRZ2 VH que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 78 o 79 y una CDR3 VH que comprende
la secuencia de aminocdcidos mostrada en SEQ ID NO: 80 u 87;
y/o una CDR1 VL que comprende la secuencia de aminoéacidos
mostrada en SEQ ID NO: 73 u 81, una CDRZ2 VL que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 74 u 82 y una
CDR3 VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
SEQ ID NO: 75 u 83.

En algunas modalidades, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo
quimérico. En algunas modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
regién constante. En algunas modalidades, el anticuerpo es de
la subclase de IgGi, IgGy, IgGsaa, Ig9Gs, I9Gs, Ig9Gunn, Ig9Gapc,
IgG, S228P, IgGyn S228P y IgGue S228P humanas. En algunas
modalidades, el anticuerpo es del isotipo de IgGl.

En otro aspecto, la invencién proporciona un
anticuerpo aislado que se une especificamente a GITR vy
compite con y/o se une al mismo o se superpone con el epitopo
de GITR reconocido por los anticuerpos anti-GITR como se

describen en la presente.
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En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR
proporcionado en la presente promueve la supresién de Treg y
activa las células T efectoras (por ejemplo, cuando se miden
in vivo utilizando un modelo de tumor singénico en las
células CT26).

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR
proporcionado en la presente incrementa la liberacidén de las
citocinas IFNy y TNFa inflamatorias a partir de las células T
efectoras (por ejemplo, cuando se miden in vitro en las
células T CD4+ y CD8+).

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR
proporcionado en la presente 1intensifica las respuestas
inmunes anti-tumorales (por ejemplo, al inhibir el
crecimiento del tumor e intensificar los efectos sobre las
células que no son T, tales como células NK y otras innatas).

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR
proporcionado en la presente se une a GITR humano.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo anti-GITR como se
describe en la presente y un portador farmacéuticamente

aceptable.
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En otro aspecto, la invencidén proporciona un
polinucledétido aislado que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un anticuerpo anti-GITR como se
describe en 1la presente. En otro aspecto, la invencién
proporciona un vector que comprende el polinucledbtido.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una
célula huésped aislada que produce de modo recombinante un
anticuerpo anti-GITR como se describe en la presente.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para producir un anticuerpo anti-GITR, el método comprende:
cultivar una linea celular que produce de modo recombinante
el anticuerpo como se describe en la ©presente bajo
condiciones en donde el anticuerpo se produce; y recuperar el
anticuerpo.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para producir un anticuerpo anti-GITR, el método comprende:
cultivar una linea celular gque comprende el &cido nucleico
que codifica un anticuerpo que comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID
NO: 110 y wuna cadena 1ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 109 bajo condiciones en

donde el anticuerpo se produce; y recuperar el anticuerpo.
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En algunas modalidades, las cadenas pesada y ligera
se codifican en vectores separados. En otras modalidades, las
cadenas pesada y ligera se codifican en el mismo vector.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para tratar un padecimiento en un sujeto qgue comprende
administrar al sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de la composicidédn farmacéutica como se describe en
la presente. En algunas modalidades, el padecimiento es un
cadncer. En algunas modalidades, el céncer se selecciona del
grupo que consiste de cancer relacionado con células B,
cancer gastrico, cancer de intestino delgado, sarcoma, cancer
de cabeza y cuello, cancer timico, céncer epitelial, céancer
salival, cancer de higado, cancer biliar, tumores
neuroenddcrinos, cancer de estdmago, cancer de tiroides,
cancer de pulmdédn, mesotelioma, cancer de ovario, céancer de
mama, céncer de préstata, céncer esofagico, céncer
pancredtico, glioma, céncer renal, cancer de vejiga, cancer
cervical, céncer uterino, céncer vulvar, céancer penil, cancer
testicular, céncer anal, coriocarcinoma, céncer colorrectal,
cdncer oral, cancer de piel, carcinoma de células de Merkel,
glioblastoma, tumor cerebral, céancer de hueso, cancer ocular

y melanoma.
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En algunas modalidades, el cancer relacionado con
células B se selecciona del grupo que consiste de mieloma
miltiple, neoplasma de células plasmaticas malignas, linfoma
de Hodgkin, linfoma de Hodgkin predominante en linfocitos
nodulares , enfermedad de Hahler y mielomatosis, leucemia de
células plasméticas, plasmacitoma, leucemia prolinfocitica de
células B, leucemia de células pilosas, linfoma de no Hodgkin
(NHL) de células B, leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfocitica crénica (CLL), leucemia linfocitica aguda (ALL),
leucemia mieloide crénica (CML), linfoma folicular, linfoma
de Burkitt, linfoma de zona marginal, linfoma de células de
manto, linfoma de células grandes, linfoma linfoblédstico de
células B precursoras, leucemia mieloide, macroglobulinemia
de Waldenstrom, linfoma de células B grandes difusas, linfoma
folicular, linfoma de zona marginal, linfoma de tejido
linfadtico asociado con la mucosa, linfoma linfocitico de
células pequefias, linfoma de células de manto, linfoma de
Burkitt, linfoma de células B grandes (timico) mediastinal
primario, linfoma linfoplasmacitico, macroglobulinemia de
Waldenstrdm, linfoma de células B de la zona marginal nodal,
linfoma esplénico de zona marginal, linfoma intravascular de

células B grandes , linfoma de efusién primaria,
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granulomatosis linfomatoide, linfoma de células B grandes
rico en células T/histiocitos, linfoma primario del sistema
nervioso central, linfoma primario de células B grandes
difusas cutaneas (tipo pierna), linfoma de células B grandes
difusas positivas a EBV de los adultos mayores, linfoma de
células B grandes difusas asociado con inflamacién, linfoma
intravascular de células B grandes, linfoma de células B
grandes positivas a ALK, linfoma plasmablédstico, linfoma de
células B grandes que surgen en la enfermedad Castleman
multicéntrica asociada a HHV8, 1linfoma de células B no
clasificadas con caracteristicas intermedias entre el linfoma
de células B grandes difusas y el linfoma de Burkitt, linfoma
de células B no clasificadas con caracteristicas intermedias
entre el linfoma de células B grandes difusas y el linfoma de
Hodgkin clasico y otro linfoma relacionado de células B.

En algunas modalidades, el céancer es reincidente o
refractario.

En algunas modalidades, el céncer es localmente
avanzado o melanoma metastédsico, cancer de cabeza y cuello de
células escamosas (SCHNC), céancer de ovario, céancer renal,

cancer gastrico o cancer de pulmbn.
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En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para inhibir el crecimiento o avance del tumor en un sujeto
que tiene un tumor, gque comprende administrar al sujeto una
cantidad efectiva de la composicidén farmacéutica como se
describe en la presente.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para inhibir o prevenir la metédstasis de células de cancer en
un sujeto, gque comprende administrar al sujeto en necesidad
del mismo una cantidad efectiva de la composicidn
farmacéutica como se describe en la presente.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método
para inducir la regresién del tumor en un sujeto que tiene un
tumor que expresa GITR, que comprende administrar al sujeto
una cantidad efectiva de la composicidén farmacéutica como se
describe en la presente.

En algunas modalidades, el anticuerpo de la
presente puede administrarse wvia parenteral en un sujeto. En
algunas modalidades, el sujeto es un humano.

En algunas modalidades, el método ademéds puede
comprender administrar wuna cantidad efectiva de un segundo
agente terapéutico. En algunas modalidades, el segundo agente

terapéutico es un agente Dbioterapéutico, por ejemplo, un
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anticuerpo que incluye pero no se limita a un anticuerpo
anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-4-1BB, un anticuerpo anti-PD-
1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo anti-TIM3, un
anticuerpo anti-LAG3, un anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo
anti-0X40, un anticuerpo de IL-8, un anticuerpo anti-HVEM, un
anticuerpo anti-BTLA, un anticuerpo anti-CD40, un anticuerpo
anti-CD40L, anticuerpo anti-CD47, un anticuerpo anti-CSF1R,
un anticuerpo anti-CSF1, un anticuerpo anti-MARCO,
anticuerpos anti-CXCR4, un anticuerpo anti-VEGFR1, un
anticuerpo anti-VEGFRZ2, un anticuerpo anti-TNFR1, un
anticuerpo anti-TNFR2, un anticuerpo biespecifico anti-CD3,
un anticuerpo anti-CD19, un anti-CD20, un anticuerpo anti-
Her2, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-ICOS, un
anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD52, un anticuerpo
anti-CCR4, un anticuerpo anti-CCR8, un anticuerpo anti-
CD200R, un anticuerpo anti-VISG4, un anticuerpo anti-CCR2, un
anticuerpo anti-LILRDb2Z2, un anticuerpo anti-CXCR4, un
anticuerpo anti-CD206, un anticuerpo anti-CD163, un
anticuerpo anti-KLRG1l, un anticuerpo anti-FLT3, un anticuerpo
anti-B7-H4, un anticuerpo anti-B7-H3 o un segundo anticuerpo

anti-GITR.
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En algunas modalidades, el segundo agente
terapéutico es un TNFa, un inhibidor PAP, un virus
oncolitico, un 1inhibidor de cinasa, un inhibidor ALK (por
ejemplo, sunitinib o crizotinib), un inhibidor MEK, un
inhibidor IDO, un inhibidor GLS1, un inhibidor de tirosina
cinasa (por ejemplo, axitinib o palbociclib), una terapia de
células T de CAR (Receptor de Antigeno Quimérico) o de
células T, un agonista TLR (Receptor similar a Toll) (por
ejemplo, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR9) o una vacuna contra
tumor.

También se proporciona el uso de cualquiera de 1los
anticuerpos anti-GITR proporcionados en la presente en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de céncer o
para inhibir el crecimiento o avance de tumor en un sujeto en

necesidad del mismo.

Breve descripcidn de las figuras/dibujos

La Figura 1A representa un grafico que resume la
expresién de GITR en células T de sangre periférica humana,
incluyendo las células reguladoras (Treg) CD4+ Foxp3+, las
células convencionales (Tconv) T CD4+Foxp3 y las células T

CD8+ (CD8).
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La Figura 1B representa un grafico que resume la
densidad (MFI) del anticuerpo anti-GITR (m3G7) de unidén a las
células positivas a GITR en Treg, células CD8 vy células
Tconv.

La Figura 1C representa un grafico que resume la
frecuencia de Tregq, Tconv y células CD8 en células
mononucleares de sangre periférica humana.

La Figura 2A representa un grafico que resume la
expresién de GITR y O0X40 por 1las células T asociadas al
carcinoma de células renales, incluyendo las células T
reguladoras (Tregs) CD4+ Foxp3+, las células T convencionales
(Tconv) CD4+Foxp3 y las células T CD8+ (CD8).

La Figura 2B representa un grafico que resume la
densidad de unién (MFI) al anticuerpo GITR y O0X40 en
subconjuntos de células T asociadas con RCC.

La Figura 2C representa un grafico que resume la
frecuencia de Treg, Tconv y células CD8 dentro del infiltrado
inmune (CD45+) en tejidos de carcinoma de células renales.

La Figura 3A muestra un grafico que resume 1los
anticuerpos anti-GITR m3G7 y la unidén mlOH2 a las células T

activadas.
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La Figura 3B muestra un grafico que resume la unidn
de los anticuerpos anti-GITR R5 (h3G7 R5), R9 (h3G7 N9), R13
(10H2 N13) y R14 (10H2 N14) a las Treg activadas.

La Figura 4A muestra que los anticuerpos de GITR
median la citotoxicidad celular en el ensayo in vitro de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)
mediada por PBMC no fraccionadas. Los anticuerpos hIgGl de
GITR (m3G7 y mlOH2) permiten que los macrdéfagos medien un
exterminio dependiente de la dosis de las células T de GITR+.

La Figura 4B muestra que los anticuerpos de GITR
median la citotoxicidad celular en el ensayo in vitro de la
fagocitosis celular dependiente del anticuerpo (ADCP) mediada
por macrdéfagos. Los anticuerpos hIgGl de GITR representados
son h3G7 R5 (“R5”), h3G7 R9 (“R9”), hl0H2 R13 (“R13”) y hlO0H2
R14 (“R14").

La Figura 4C muestra que los anticuerpos de GITR
median la citotoxicidad celular en el ensayo 1in vitro de
fagocitosis celular dependiente del anticuerpo (ADCP) mediada
por macrbdéfagos.

La Figura 5A muestra un grafico que resume que 1los
anticuerpos de GITR de la presente invencién (h3G7 R5 (“R5”),

h3G7 R9 (“R9”), hl0OH2 R13 (“R13”) vy hl0H2 R14 (“R14"))
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provocan una secrecidén intensificada de TNFa a partir de las
células 3A9 GITR+ de una manera dependiente de la dosis
cuando se une la placa.

La Figura 5B también muestra un grafico que resume
que los anticuerpos anti-GITR R5, R9, R13 y R14 solubles
intensificaron la secrecidén de TNFa entre las células 3A9
GITR+ co-cultivadas con la linea de linfoma de células B
(LK35.2) .

La Figura 5C muestra que los anticuerpos anti-GITR
R5, R9, R13 y R14 unidos a la placa provocaron incrementos
dependientes de la dosis en IFNy secretado a partir de
células T CD4+ y CD8+ de sangre humana activadas con el
anticuerpo anti-CD3.

La Figura 5D muestra que los anticuerpos anti-GITR
R5, R9, R13 y R14 unidos a la placa provocaron incrementos
dependientes de 1la dosis en TNFa secretado a partir de
células T CD4+ vy CD8+ de sangre humana activadas con el
anticuerpo anti-CD3.

La Figura 6A, Figura 6B y Figura 6C muestran una
densidad correlacionada de la tincién de 1las lineas de

células T que (A) no expresan, (B) que expresan bajo y (C)
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que expresan alto GITR humano con el anticuerpo ml0H2 anti-
GITR.

La Figura 6D muestra la tincidén de la citometria de
flujo del anticuerpo mlOH2 anti-GITR de las lineas celulares
que no expresan, que expresan bajo y alto GITR descritas en
la Figura 6A.

La Figura ©6E muestra la PCR cuantitativa vy
normalizacidén para la expresidén de actina B de las lineas de
células T que no expresan, expresan bajo y alto GITR humano.

La Figura 6F muestra la tincién con FFPE (embebida
en parafina y fijada con formalina) de los tejidos aislados
de tumores NSCLC con mlOH2.

La Figura 6G muestra la tincién de FFPE de 1los
tejidos aislados de 1los tumores NSCLC con el isotipo de
control de anticuerpo de ratédn.

La Figura 7A-Figura 7D muestran el crecimiento de
tumor de ratones individuales tratados con b5mpk (mg/kg) del
isotipo de control mIgG2a, 0.2, 1 y 5 mpk (mg/kg) de IgG2a Fc
de 21B6 anti-GITR de ratdén (m), respectivamente.

La Figura 7E-Figura 7H muestran el crecimiento de

tumor de los ratones individuales tratados con 5 mpk (mg/kg)
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del isotipo de control mIgG2l1, 0.2, 1 and 5 mpk (mg/kg) de
IgGl Fc 21B6 anti-GITR de ratdédn (m), respectivamente.

La Figura 71 muestra que el tratamiento con IgGl no
mejord la supervivencia de los ratones que portaron el tumor
comparado con los ratones tratados con el isotipo de control,
mientras que el tratamiento con IgG2a resultd en 40%, 44.4% vy
80% de supervivencia con 0.2 mpk, 1 mpk v 5 mpk,
respectivamente.

La Figura 7J muestra que la inhibicién del
crecimiento de tumor mediado por mIgG2a de 21B6 se
correlacioné con un incremento en la relacidén de células T
CD8+: relacidédn de Treg a una dosis de 1 mg/kg.

La Figura 7K muestra que la inhibicién del
crecimiento de tumor mediado por mIgG2a de 21B6  se
correlaciondé con un incremento en la relacidédn de células Teff
CD4+: relacidén de Treg en todas las dosis.

La Figura 7L, Figura 7M y Figura 7N muestran que
los ratones tratados con mIgG2a de 21B6 no tuvieron una
reduccibén significativa en la cantidad de Treg infiltradas en
el tumor, mientras que las células T CD8+ y células Teff CD4+

no se afectaron.
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La Figura 70 muestra que todas las dosis de mIgG2a
de 21B6 redujeron la proporcién de Tregs dentro de las
células inmunes CD45+ que infiltran los tumores y que la
proporcidén de Treg en el infiltrado inmune no se afectaron
por el tratamiento de mIgGl de 21B6.

La Figura 7P y la Figura 7Q muestran que 1los
cambios en la proporcién de células T CD8+ y células Teff
CD4+ en el infiltrado de tumor no fueron significativas.

La Figura 7R, Figura 7S y Figura 7T muestran que
los ratones tratados con 21B6 de mIgG2a tuvieron la mayor
reduccién de las proporciones de las Treg y Teff CD4+ en el
bazo cuando se trataron con la dosis de 0.2 mg/kg (Figura 7R
y Figura 7T) y que 1los cambios a otras dosis no fueron
significativos. Las células T CD8+ esplénicas no se afectaron

en ninguna dosis (Figura 78S).

Descripcién Detallada

Se describen en la presente anticuerpos gque se unen
a GITR. Se proporcionan los métodos para elaborar anticuerpos
anti-GITR, composiciones que comprenden estos anticuerpos vy
métodos para utilizar estos anticuerpos como un medicamento.

Los anticuerpos anti-GITR pueden utilizarse para inhibir el
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avance del tumor y pueden utilizarse en la prevencidén y/o
tratamiento de céncer y/u otras enfermedades. Se demuestra
que los anticuerpos anti-GITR de la presente invencidn tienen
al menos dos mecanismos para estimular la inmunidad anti-
tumor que a su vez resulta en regresidn del tumor. E1l primer
mecanismo estd dirigido hacia la supresidén de las Treg que
infiltran el tumor, lo cual lleva a una activacidén inmune
local, en particular en la activacién de las células T
efectoras intensificadas. El segundo mecanismo es una
intensificacién directa de las funciones efectoras de las
células T efectoras y supervivencia de las células CD8+ como
un agonista de GITR. El efecto combinado de la supresidn de
Treg y la activacidén de las células T efectoras resulta en la
relacién de células T efectoras a Treg intensificada en
tumores frios y puede inducir la regresién de tumor,
especialmente en pacientes que tienen una respuesta anti-

tumor adaptativa existente.

Técnicas generales

A menos que se indique de otro modo, la practica de
la presente invencidén empleard técnicas convencionales de

biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes),
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microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia,
las cuales estdn dentro de la experiencia de la técnica.
Tales técnicas se explican completamente en la literatura,
tales como Molecular Cloning: A Laboratory Manual, second
edition (Sambrook et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in
Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory
Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell
Culture (R.I. Freshney, ed., 1987); Introduction to Cell and
Tissue Culture (J.P. Mather y P.E. Roberts, 1998) Plenum
Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A.
Doyle, J.B. Griffiths vy D.G. Newell, eds., 1993-1998) J.
Wiley and Sons; Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.);
Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir and C.C.
Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells
(J.M. Miller and M.P. Calos, eds., 1987); Current Protocols
in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR:
The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994);
Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds.,
1991); Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons,
1999); Immunobiology (C.A. Janeway and P. Travers, 1997);

Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical approach
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(D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989) ; Monoclonal
antibodies: a practical approach (P. Shepherd y C. Dean,
eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a
laboratory manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti y J.D.

Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995).

Definiciones

A menos gque se indique de otro modo, los siguientes
términos deberan entenderse  por tener los siguientes
significados: el término “molécula aislada” se denomina como
una molécula (donde la molécula, por ejemplo, es un
polipéptido, un polinucledétido o un anticuerpo) que en virtud
de su origen o fuente de derivacidén (1) no estd asociado con
componentes asociados de modo natural que se acompafilan en su
estado nativo, (2) estd sustancialmente libre de otras
moléculas de la misma fuente, por ejemplo, especies, células
de las cuales se expresa, biblioteca, etc., (3) se expresa
por una célula a partir de una especie diferente o (4) no es
de origen natural. De este modo, una molécula dgue se
sintetiza o expresa qguimicamente en un sistema celular

diferente del sistema del cual se origina naturalmente se
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“aislara” de sus componentes asociados de forma natural. Una
molécula también puede reproducirse sustancialmente libre de
componentes asociados de forma natural por aislamiento,
utilizando técnicas de purificacidédn bien conocidas en el
arte. La pureza y homogeneidad de la molécula puede evaluarse
por un numero de medios bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la pureza de una muestra de polipéptidos puede
evaluarse utilizando electroforesis de gel de poliacrilamida
y la tincidén del gel ©para visualizar el polipéptido
utilizando técnicas bien conocidas en el arte. Para ciertos
propdsitos, puede proporcionarse una mayor resolucidn al
utilizar HPLC o u otros medios bien conocidos en la técnica
para purificacién.

Un “anticuerpo” es una molécula de inmunoglobulina
capaz de especificar la unién a un objetivo, tal como un
carbohidrato, polinucledétido, 1lipido, polipéptido, etc., a
través de al menos un sitio de reconocimiento del antigeno,
ubicado en la regién variable de la molécula de
inmunoglobulina. Como se utiliza en la presente y a menos dque
se indique de otro modo, el término no solo abarca
anticuerpos policlonales o) monoclonales sino también

cualquier porcidén de unidn al antigeno del mismo que compita
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con el anticuerpo intacto por la unidén especifica, proteinas
de fusidén que comprendan una porcidédn de unidén al antigeno vy
cualquier otra configuracién modificada de 1la molécula de
inmunoglobulina gque comprenda un sitio de reconocimiento del
antigeno. Las porciones de unidén al antigeno incluyen, por
ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’),, Fd, Fv, anticuerpos de dominio
(dAbs, por ejemplo, anticuerpos de tiburdén vy camélido),
fragmentos gue incluyen regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), anticuerpos de fragmento de cadena
variable sencilla (scFv), maxicuerpos, minicuerpos,
intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR vy
bis-scFv y polipéptidos que contienen al menos una porcidn de
inmunoglobulina que es suficiente para conferir la unidén de
antigeno especifica en el polipéptido. Un anticuerpo incluye
un anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA o IgM (o
subclase del mismo) vy el anticuerpo no necesita ser de
ninguna clase particular Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos del anticuerpo de la regidén constante de sus
cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a
diferentes clases. Existen c¢inco clases ©principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM y varias de estas

ademéds pueden dividirse en subclases (isotipos), por ejemplo,
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IgG1, IgG,, IgGs, IgGyq, IgA; e IgA,. Las regiones constantes de
cadena pesada qgque corresponden con las diferentes clases de
inmunoglobulinas se llaman alfa, delta, épsilon, gamma y mu,
respectivamente. Las estructuras de la subunidad %
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulinas son bien conocidas.

Una “regidén variable” de un anticuerpo se refiere a
la regidén variable de cadena ligera del anticuerpo o la
regién variable de cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola
o en combinacién. Como se conoce en la técnica, cada una de
las regiones variables de las cadenas pesada vy ligera
consiste de cuatro regiones de marco (FR) conectadas por tres
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) también
conocidas como regiones hipervariables vy contribuyen a la
formacidén del sitio de unidén al antigeno de los anticuerpos.
Si se desean variantes de una regidén variable objeto, en
particular con la sustitucidén de residuos de aminoécidos
fuera de una regidén CDR (es decir, en la regidén de marco), la
sustitucioén de aminoacidos apropiada, de preferencia,
sustitucién de aminocdcidos conservadora, puede identificarse
al comparar la regidén variable objeto con las regiones

variables de otros anticuerpos qgque contienen secuencias CDRI1
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y CDR2 de la misma clase candnica como la regidédn wvariable
objeto (Chothia y Lesk, J Mol Biol 196(4): 901-917, 1987).

En ciertas modalidades, la delineacidén definitiva
de una CDR e identificacidén de residuos que comprenden el
sitio de unién de un anticuerpo se logra al resolver la
estructura del anticuerpo vy/o resolver la estructura del
complejo anticuerpo-ligando. En ciertas modalidades que
pueden lograrse por cualquiera de una variedad de técnicas
conocidas por aquellos con experiencia en el arte, tales como
cristalografia de rayos X. En ciertas modalidades, pueden
emplearse diversos métodos de andlisis para identificar o
aproximar las regiones de CDR. En ciertas modalidades, pueden
emplearse diversos métodos de andlisis para identificar o
aproximar las regiones de CDR. Ejemplos de tales métodos
incluyen, pero no se limitan a la definicidén de Kabat, la
definicidén de Chothia, la definicidén de AbM, la definicidén de
contacto y la definicién conformacional.

La definicidén de Kabat es un estandar para numerar
los residuos de un anticuerpo y normalmente se utiliza para
identificar las regiones de CDR. Ver, por ejemplo, Johnson y
WO, 2000, Nucleic Acids Res., 28: 214-8. La definicidén de

Chothia es similar a la definicién de Kabat, pero la
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definicidén de Chothia toma en cuenta las posiciones de
ciertas regiones de bucle estructural. Ver, por ejemplo,
Chothia et al., 1986, J. Mol. Biol., 196: 901-17; Chothia et
al., 1989, Nature, 342: 877-83. La definicién de AbM utiliza
un paquete integrado de programas de cdmputo producidos por
Oxford Molecular Group que modela la estructura del
anticuerpo. Véase, por ejemplo, Martin et al., 1989, Proc
Natl Acad Sci (USA), 86:9268-9272; “AbM™, A Computer Program
for Modeling Variable Regions of Antibodies,” Oxford, UK;
Oxford Molecular, Ltd. La definicién de AbM modela la
estructura terciaria de un anticuerpo a partir de la
secuencia principal utilizando una combinacién de bases de
datos conocidas y los métodos de inicio de ab, tales como
aquellos descritos por Samudrala et al., 1999, “Ab Initio
Protein Structure Prediction Using a Combined Hierarchical
Approach,” en PROTEINS, Structure, Function and Genetics
Suppl., 3:194-198. La definicidén de contacto se basa en un
anadlisis de las estructuras cristalinas complejas
disponibles. Ver, por ejemplo, MacCallum et al., 1996, J.
Mol. Biol., 5:732-45. En otro procedimiento denominado en la
presente como la “definicidén conformacional” de las CDR, las

posiciones de las CDR pueden identificarse como los residuos
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que hacen contribuciones entédlpicas a una unidén al antigeno.
Ver, por ejemplo, Makabe et al., 2008, Journal of Biological
Chemistry, 283:1156-1166. Incluso otras definiciones
limitantes de las CDR pueden no seguir de forma estricta uno
de los procedimientos anteriores, ©pero, sin embargo, se
traslapard con al menos una porcidén de las CDR de Kabat,
aunque puedan acortarse o alargarse en vista de la prediccidn
o hallazgos experimentales de esos residuos o grupos de
residuos particulares gque no impactan significativamente 1la
unién al antigeno. Como se utiliza en la presente, una CDR
puede referirse a CDR definidas por cualgquier procedimiento
conocido en la técnica, incluyendo combinaciones de
procedimientos. Los métodos utilizados en la presente pueden
utilizar CDR definidas de acuerdo con cualquiera de estos
procedimientos. Para cualquier modalidad dada que contenga
méds de una CDR, las CDR pueden definirse de acuerdo con
cualquiera de las definiciones de Kabat, Chothia, extendido,
AbM, de contacto, y/o conformacional.

Como se conoce en la técnica, una “regién
constante” de un anticuerpo se refiere a la regidén constante
de cadena ligera del anticuerpo o a la regidén constante de

cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola o en combinacién.
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Como se wutiliza en la presente, el “anticuerpo
monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden 1la
poblacidén son idénticos, excepto por posibles mutaciones de
origen natural que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente
especificos, siendo dirigidos contra un sitio antigénico
simple. Ademds, en contraste con las preparaciones del
anticuerpo policlonal gue normalmente incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra una
determinante simple en el antigeno. El modificador
“monoclonal” indica el caracter del anticuerpo cuando se
obtiene a partir de una poblacidn de anticuerpos
sustancialmente homogénea y no debe interpretarse como que
requiere de la produccién del anticuerpo por algin método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales gque se
utilizan de acuerdo con la presente invencidén pueden
elaborarse mediante el método del hibridoma descrito en
primer lugar por Kohler y Milstein, 1975, Nature 256:495 o

pueden elaborarse mediante métodos de ADN recombinante tales
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como se describen en la Patente de los EE. UU. No. 4,816,567.
Los anticuerpos monoclonales también pueden aislarse a partir
de Dbibliotecas de fagos generadas utilizando las técnicas
descritas, por ejemplo, en McCafferty et al., 1990, Nature
348:552-554. Como se wutiliza en la presente, anticuerpo
“humanizado” se refiere a 1las formas de anticuerpos no
humanos (por ejemplo, de murino) gue son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas o fragmentos de inmunoglobulina de los
mismos (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'"), u otras
subsecuencias de unién al antigeno de los anticuerpos) que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no
humana. De preferencia, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las cuales
los residuos de wuna CDR del receptor se reemplazan por
residuos de wuna CDR de una especie no humana (anticuerpo
donador) tal como ratédn, rata o conejo que tiene la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas. El1 anticuerpo
humanizado puede comprender residuos que no se encuentran ni
en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o marco
importadas, pero se incluyen para refinar y optimizar aun mas

el desempefio del anticuerpo.
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Un “anticuerpo humano” es uno gue posee una
secuencia de aminodcidos que corresponde con la de un
anticuerpo producido por un humano vy/o se ha elaborado
utilizando cualquiera de las técnicas para elaborar 1los
anticuerpos humanos como se describe en la presente. Esta
definicién de un anticuerpo humano excluye especificamente a
un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unidén al
antigeno no humanos.

E1l término “anticuerpo quimérico” pretende
referirse a anticuerpos en los cuales las secuencias de
regidén variable se derivan de una especie y las secuencias de
regidén constante se derivan de otra especie, tal como un
anticuerpo en el cual las secuencias de regidén variable se
derivan de un anticuerpo de ratdédn y las secuencias de regiodn
constante se derivan de un anticuerpo humano.

El término “epitopo” se refiere a la porcidén de una
molécula capaz de reconocerse por Yy unirse mediante un
anticuerpo a una o mas regiones de unidén al antigeno del
anticuerpo. Los epitopos a menudo consisten de un
agrupamiento en superficie de moléculas tales como cadenas
laterales de aminodcidos o azucares y tienen caracteristicas

estructurales tridimensionales especificas, asi como las
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caracteristicas de carga especifica. En algunas modalidades,
el epitopo puede ser un epitopo de proteina. Los epitopos de
proteina pueden ser lineales o conformacionales. En un
epitopo lineal, todos 1los puntos de interaccidén entre la
proteina vy la molécula que interactua (tal como un
anticuerpo) ocurre linealmente a lo largo de la secuencia de
aminoadcidos primaria de la proteina. Un “epitopo no lineal” o
“epitopo conformacional” comprende polipéptidos (o
aminoadcidos) no contiguos dentro de la proteina antigénica a
la cual se une un anticuerpo especifico al epitopo. Como se
utiliza en la presente, el término “epitopo antigénico” se
define <como wuna porcién de un antigeno en el cual un
anticuerpo puede unirse especificamente cuando se determina
por cualguier método bien conocido en la técnica, por
ejemplo, mediante inmunoensayos convencionales. Una vez due
se determina el epitopo deseado sobre un antigeno, es posible
generar anticuerpos de ese epitopo, por ejemplo, al utilizar
las técnicas descritas en la presente especificacién. De
forma alternativa durante el proceso de descubrimiento, 1la
generacién y caracterizacidén de anticuerpos puede esclarecer
informacién sobre los epitopos deseables. A partir de esta

informacidén entonces es posible seleccionar de forma
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competitiva anticuerpos para unirlos al mismo epitopo. Un
procedimiento para lograr esto es llevar a cabo estudios de
competencia y competencia cruzada para encontrar anticuerpos
que compitan o compitan de forma cruzada entre si para unirse
a GITR, por ejemplo, los anticuerpos compiten para unirse al
antigeno.

Como se utiliza en la presente, el término “GITR”
se refiere a cualquier forma de GITR y variantes del mismo
que retienen al menos parte de la actividad de GITR. A menos
que se 1indique de modo diferente, tal como mediante 1la
referencia especifica a GITR humano, GITR incluye todas las
especies de mamiferos de la secuencia nativa de GITR, por
ejemplo, humana, de canino, felino, equino y bovino. Un GITR
humano ejemplar se encuentra como el Numero de Acceso Uniprot
Q9Y5U5 (SEQ ID NO: 108).

El término “agonista” se refiere a una sustancia
gque promueve (es decir, induce, ©provoca, intensifica o
incrementa) la actividad bioldégica o efecto de otra molécula.
El término agonista abarca sustancias gque se unen al
receptor, tales como un anticuerpo y sustancias que promueven
la funcidén del receptor sin unirse al mismo (por ejemplo, al

activar una proteina asociada).
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El término “anticuerpo antagonista” se refiere a un
anticuerpo que se une a un objetivo y evita o reduce el
efecto bioldégico de ese objetivo. En algunas modalidades, el
término puede denotar un anticuerpo que evita que el objetivo
al cual se une realice una funcidén bioldgica.

Los términos “polipéptido”, “oligopéptido”,
“péptido” y “proteina” se utilizan de modo intercambiable en
la presente para referirse a cadenas de aminoacidos de
cualgquier longitud. La cadena puede ser lineal o ramificada,
puede comprender aminoacidos modificados y/o puede
interrumpirse por componentes no aminoacidos. Los términos
también abarcan una cadena de aminoadcidos que se ha
modificado de forma natural o por intervencidn; por ejemplo,
formacién de enlaces disulfuro, glicosilacidén, lipidaciédn,
acetilacién, fosforilacidén o cualquier otra manipulacidén o
modificacién, tal como la conjugacidén con un componente
etiquetado. Por ejemplo, también se incluyen dentro de 1la
definicién polipéptidos que contienen uno o mas analogos de
un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no
naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en
la técnica. Se entenderd que los polipéptidos pueden ocurrir

como cadenas simples o cadenas asociadas.
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Como se utiliza de modo intercambiable en 1la
presente y como se utiliza en la técnica, “polinucledbétido,” o
“4cido nucleico”, se refieren a cadenas de nucledétidos de
cualquier longitud e incluyen ADN vy ARN. Los nucledtidos
pueden ser desoxirribonucledétidos, ribonucledétidos,
nucledétidos o bases modificadas y/o sus andlogos o cualquier
sustrato que pueda incorporarse en una cadena mediante la ADN
o ARN polimerasa. Un polinucledtido  puede comprender
nucledtidos modificados, tales como nucledtidos metilados vy
sus anadlogos. Si estd presente, puede impartirse modificacién
a una estructura de nucledtidos antes o después del
ensamblaje de la cadena. La secuencia de nucledtidos puede
interrumpirse por componentes que no son nucledétidos. Un
polinucledétido ademds puede modificarse después de 1la
polimerizacidén, tal como mediante la conjugacidén con un
componente etiquetado. Otro tipo de modificaciones incluyen,
por ejemplo, “protegidos”, sustitucidén de uno o més de los
nucledtidos de origen natural con un analogo, modificaciones
internucledétidos tales como, por ejemplo, aquellos con
enlaces no cargados (por ejemplo, metil-fosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con

enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
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fosforoditioatos, etc.), aquellos que tienen porciones
pendientes tales como por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de sefial, poli-L-
lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por ejemplo,
acridina, psoralen, etc.), aquellos que contienen quelantes
(por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales
oxidativos, etc.), aquellos que contienen alquiladores,
aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos
nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como formas no
modificadas de los polinucledétidos. Ademéds, cualgquiera de los
grupos hidroxilo presentes de modo ordinario en los azUcares
pueden reemplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato,
grupos fosfato, protegidos por grupos protectores estandar o
activados para preparar enlaces adicionales a los nucledtidos
adicionales o pueden conjugarse a soportes sdlidos. E1 OH 5’
y 3’ terminal puede fosforilarse o sustituirse con aminas o
porciones de grupos protectores organicos de 1 a 20 atomos de
carbono. Otros hidroxilos también pueden derivarse en grupos
protectores estdndar. Los polinucledétidos también pueden
contener formas analogas de azlcares de ribosa o)
desoxirribosa que se conocen Jgeneralmente en la técnica,

incluyendo, por ejemplo, 2’'-O-metil-, 2’-0-alil, 2’-fluoro- o
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2'-azido-ribosa, andlogos de azlUcar carbociclico, azlcares
alfa- o Dbeta-anoméricos, azlcares epiméricos tales como
azlcares de arabinosa, xilosas o lixosas, azucares de
piranosa, azlUcares de furanosa, sedoheptulosas, analogos
aciclicos vy analogos de nuclebdsidos abasicos tales como
metil-ribdésido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden
reemplazarse mediante grupos de enlace alternativos. Estos
grupos de enlace alternativos incluyen, pero no se limitan a
modalidades en donde el fosfato se reemplaza por
P(0O)S(“tioato”), P(S)S (“ditioato”), (O)NR;, (“amidato”),
P(O)R, P(O)OR’, CO o CH, (“formacetal”), en el cual cada R o
R’ es independientemente H o alquilo (de 1-20 C) sustituido o
no sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-0-
), arilo, alquenilo, cicloalquilo, ciclocalquenilo o araldilo.
No todos 1los enlaces de un polinucledétido necesitan ser
idénticos. La descripcién precedente aplica a todos 1los
polinucleétidos denominados en la presente, incluyendo ARN vy
ADN.

ANY

Un anticuerpo que se “une de preferencia” o se “une
especificamente” (utilizados de modo intercambiable en 1la

presente) a un epitopo es un término bien entendido en la

técnica y métodos para determinar tal unidén especifica o
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preferencial que también se conocen bien en la técnica. Se
dice gque una molécula muestra una “unidén especifica” o “unidn
preferencial” si reacciona o se asocia de modo mas frecuente,
mas rapida, con mayor duracidén y/o con mayor afinidad con una
célula o sustancia particular que cuando lo hace con células
o sustancias alternativas. Un anticuerpo se “une
especificamente” o se “une de preferencia” a un objetivo si
se une con mayor afinidad, avidez, més facilmente y/o con
mayor duracién que cuando se une a otras sustancias. Por
ejemplo, un anticuerpo que se une de forma especifica o
preferencial a un epitopo de GITR es un anticuerpo que une
este epitopo con mayor afinidad, avidez, mas rapidamente y/o
con mayor duraciédn que cuando se une a otros epitopos de GITR
o epitopos sin GITR. También se entenderd al leer esta
definicidén que, por ejemplo, un anticuerpo (o porcidén o
epitopo) que se une de forma especifica o preferencial a un
primer objetivo puede unirse o no de forma especifica o
preferencial a un segundo objetivo. Como tal, la “unidn
especifica” o “unidén preferencial” no necesariamente requiere
(aunque puede incluir) de una unidén exclusiva. En general,
pero no necesariamente, la referencia a la unidén significa la

unién preferencial.
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Como se wutiliza en la presente, “sustancialmente
puro” se refiere al material que al menos es 50% puro (es
decir, libre de contaminantes), de mayor preferencia, al
menos 90% puro, de mayor preferencia, al menos 95% puro,
incluso de mayor preferencia, al menos 98% puro y de mayor
preferencia, al menos 99% puro.

Una “célula huésped” incluye una célula individual
o cultivo celular que es o ha sido un receptor de vectores
para la incorporacién de insertos de polinucledtidos. Las
células huésped incluyen 1la progenie de una sola célula
huésped y la progenie no necesariamente puede ser
completamente idéntica (en morfologia o en el complemento de
ADN gendmico) a la célula progenitora original debido a una
mutacidén natural, accidental o deliberada. Una célula huésped
incluye células transfectadas in vivo con un polinucledtido
de esta invenciédn.

Como se conoce en la técnica, el término “regidn
Fc” se utiliza para definir una regidén C-terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina. La “regidén Fc” puede ser
una regién Fc de secuencia nativa o una regién Fc variante.
Aunque los limites de la regidén Fc de una cadena pesada de

inmunoglobulina pueden variar, la regidén Fc de cadena pesada
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de IgG humana normalmente se define para extenderla de un
residuo de aminocdcido en la posicidén Cys226 o de Pro230 al
término carboxilo del mismo. La numeracidén de los residuos en
la regidén Fc es aquella del indice EU como en Kabat. Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md., 1991. La regidén Fc de una inmunoglobulina
comprende en general dos dominios constantes, CH2 y CH3. Como
se conoce en la técnica, una regién Fc puede estar presente
en forma de dimero o monomérica.

Como se utiliza en la técnica, el “receptor Fc” vy
“FcR” describen un receptor que se une a la regidén Fc de un
anticuerpo. La FcR preferida es una secuencia nativa de FcR
humana. Ma&s aun, una FcR preferida es una gue une un
anticuerpo de IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de
las subclases FcyRI, FcyRII y FcyRIII, incluyendo variantes
alélicas vy formas alternativamente empalmadas de estos
receptores. Los receptores FcyRII incluyen FcyRIIA (un
“receptor de 1la activacidén”) y FcyRIIB (un “receptor de
inhibicién”), que tienen secuencias de aminocdcidos similares
que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de

los mismos. Las FcR se revisaron en Ravetch y Kinet, 1991,
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Ann. Rev. Immunol., 9:457-92; Capel et al., 1994,
Immunomethods, 4:25-34; y de Haas et al., 1995, J. Lab. Clin.
Med., 126:330-41. “FcR” también incluye el receptor neonatal
FcRn, que es responsable de la transferencia de las IgG
maternas al feto (Guyer et al., 1976, J. Immunol., 117:587; y
Kim et al., 1994, J. Immunol., 24:249).

Como se utiliza en la presente, el término
“competir” con respecto a un anticuerpo, significa que un
primer anticuerpo o porcidén de unidén al antigeno del mismo se
une a un epitopo de una manera suficientemente similar a la
unién de un segundo anticuerpo o una porcidén de unidbn al
antigeno del mismo, de modo que el resultado de la unidén del
primer anticuerpo con su epitopo cognado pueda detectarse
reducido en presencia del segundo anticuerpo comparado con la
unién del primer anticuerpo en ausencia del segundo
anticuerpo. La alternativa que puede, pero no necesariamente
ser el caso es cuando la unién del segundo anticuerpo a su
epitopo también puede detectarse reducido en presencia del
primer anticuerpo. Es decir, un primer anticuerpo puede
inhibir la unién de un segundo anticuerpo a su epitopo sin
que el segundo anticuerpo inhiba la unidén del primer

anticuerpo a su epitopo respectivo. Sin embargo, cuando cada
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anticuerpo 1inhibe de modo detectable la wunidén del otro
anticuerpo con su epitopo o ligando cognado, si hace lo mismo
en mayor o menor grado, se dice que los anticuerpos “compiten
de forma cruzada” entre si por la unidén de sus epitopos
respectivos. Ambos anticuerpos con competencia y competencia
cruzada se abarcan por la presente invencién. En relacidén con
el mecanismo por el cual ocurre tal competencia o competencia
cruzada (por ejemplo, obstaculo estérico, cambio
conformacional o unién a un epitopo o porcidén comin del
mismo), el técnico experimentado podria apreciar con base en
las enseflanzas proporcionadas en la presente, que se abarcan
tales anticuerpos con competencia y/o competencia cruzada Yy
pueden ser Utiles para los métodos descritos en la presente.
Una “regiétn Fc funcional” posee al menos una
funcidén efectora de una regidn Fc de secuencia nativa. Las
“funciones efectoras” ejemplares incluyen la unidén a Clg;
citotoxicidad dependiente del complemento; unidén al receptor
Fc; citotoxicidad mediada por células dependientes del
anticuerpo; fagocitosis; desregulacidén de los receptores de
superficie celular (por ejemplo, receptor de células B), etc.
Tales funciones efectoras generalmente requieren que la

regién Fc se combine con un dominio de unidén (por ejemplo, un
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dominio variable de anticuerpo) y puede evaluarse utilizando
diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar tales
funciones efectoras del anticuerpo.

Una “regidén Fc de secuencia nativa” comprende una
secuencia de aminoéacidos idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de una regidén Fc encontrada en la naturaleza. Una
“regidén Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos
que difiere de la de una regidén Fc de secuencia nativa en
virtud de al menos una modificacidén de aminodcidos, incluso
retiene al menos una funcidén efectora de la regidén Fc de la
secuencia nativa. De preferencia, la regidén Fc variante tiene
al menos una sustitucidén de aminodcidos comparada con una
regién Fc de secuencia nativa a la regién Fc de un
polipéptido progenitor, por ejemplo, de aproximadamente uno a
aproximadamente diez sustituciones de aminoacidos y de
preferencia, de aproximadamente una a aproximadamente cinco
sustituciones de aminodcidos en una regidén Fc de secuencia
nativa o en la regién Fc del polipéptido progenitor. La
regién Fc variante en la presente de preferencia posee al
menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia con una
regién Fc de secuencia nativa y/o con una regidén Fc de un

polipéptido progenitor y de mayor preferencia, al menos
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aproximadamente 90% de identidad de secuencia con el mismo,
de mayor preferencia, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99% de
identidad de secuencia con el mismo.

Como se utiliza en la presente, “tratamiento” es un
procedimiento para obtener resultados clinicos benéficos o
deseados. Para propdsitos de esta invencidn, los resultados
clinicos benéficos o deseados incluyen, pero no se limitan a
uno o mas de los siguientes: reducir (o destruir) 1la
proliferacidén de células cancerigenas o neoplasicas, inhibir
la metédstasis de células neoplésicas, contraccidén o reduccidn
del tamafio de un tumor, remisidén de céncer, reduccidn de los
sintomas que resultan de céancer, incremento de la calidad de
vida de los que sufren de cancer, reducir la dosis de otros
medicamentos requeridos para tratar cancer, retardar el
avance de cancer, curar un cancer, y/o prolongar la
supervivencia de los pacientes que tienen céancer.

“Mejorar” significa una disminucidén o mejora de uno
o mas sintomas cuando se comparan con no administrar un
anticuerpo anti-GITR. “Mejorar” también incluye el

acortamiento o reduccidén de la duracidn de un sintoma.
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Como se utiliza en la presente, una “dosificacidn
efectiva” o “cantidad efectiva” de fadrmaco, compuesto o
composicién farmacéutica es wuna cantidad suficiente para
efectuar cualquiera de uno o mas resultados benéficos o
deseados. En aspectos mas especificos, una cantidad efectiva
evita, alivia o mejora los sintomas de la enfermedad vy/o
prolonga la supervivencia del sujeto que se estd tratando.
Para uso profildctico, los resultados benéficos o deseados
incluyen eliminar o reducir el riesgo, disminuir la gravedad
o retardar el inicio de 1la enfermedad, incluyendo sintomas
biogquimicos, histoldégicos y/o de comportamiento de 1la
enfermedad, sus complicaciones y fenotipos patoldgicos
intermedios que se presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados benéficos o
deseados incluyen resultados clinicos tales como reducir uno
o més sintomas de una enfermedad tal como, por ejemplo,
cadncer incluyendo, por ejemplo sin limitaciédn, cancer
relacionado con células B, cancer gastrico, cdncer de
intestino delgado, sarcoma, cancer de cabeza y cuello, cancer
timico, céancer epitelial, céncer salival, céncer de higado,
cancer biliar, tumores neuroenddcrinos, cancer de estdmago,

cancer de tiroides, cancer de pulmdén, mesotelioma, cancer de
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ovario, céancer de mama, cancer de probstata, céncer esofagico,
cancer ©pancreadtico, glioma, <céancer renal (por ejemplo,
carcinoma de células renales), cancer de vejiga, cancer
cervical, céancer uterino, céancer vulvar, cancer penil, céancer
testicular, céncer anal, coriocarcinoma, cancer colorrectal,
cancer oral, cancer de piel, carcinoma de células de Merkel,
glioblastoma, tumor cerebral, cancer de hueso, céancer ocular
y melanoma, al reducir la dosis de otros medicamentos
requeridos para tratar la enfermedad, intensificando el
efecto de otro medicamento vy/o retardando el avance del
cancer en pacientes. Una dosificacidén efectiva puede
administrarse en una o mas administraciones. Para propdbdsitos
de esta invencidén, una dosificacidén efectiva del farmaco,
compuesto © composicién farmacéutica es una cantidad
suficiente para lograr un tratamiento profildctico o
terapéutico ya sea de forma directa o indirecta. Como se
entiende en el contexto clinico, una dosificacidn efectiva de
un farmaco, compuesto o composicidén farmacéutica puede o no
lograrse junto con otro farmaco, compuesto o composicidn
farmacéutica. De este modo, una “dosificacidén efectiva” puede
considerarse en el contexto de administrar uno o méas agentes

terapéuticos y puede considerarse un solo agente para darse
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en una cantidad efectiva si Jjunto con uno o mas agentes
diferentes puede ser o se logra un resultado deseable.

Un “individuo” o un “sujeto” es un mamifero, de
mayor preferencia, un humano. Los mamiferos también incluyen,
pero no se limitan a, animales de granja (por ejemplo, vacas,
cerdos, caballos, pollos, etc.), animales para deportes,
mascotas, primates, caballos, perros, gatos, ratones y ratas.

Como se utiliza en la presente, “wector” significa
un constructo, el cual es capaz de administrar vy de
preferencia expresar uno o mas genes o secuencias de interés
en una célula huésped. Ejemplos de vectores incluyen, pero no
se limitan a, vectores virales, vectores de expresidén de ADN
o ARN desnudo, vectores de plasmidos, césmidos o fagos,
vectores de expresidén de ADN o ARN asociados con agentes de
condensacién catidnica, vectores de expresidédn de ADN o ARN
encapsulados en liposomas vy ciertas células eucaridticas,
tales como células productoras.

Como se wutiliza en la presente, “secuencia de
control de la expresidén” significa una secuencia de &cidos
nucleicos que dirige la transcripcién de un &cido nucleico.
Una secuencia de control de la expresidédn puede ser un

promotor, tal como un promotor o intensificador inducible o
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constitutivo. La secuencia de control de la expresidn puede
operarse enlazada a la secuencia de Aacidos nucleicos que se
va a transcribir.

Como se utiliza en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” o “excipiente farmacéuticamente
aceptable” incluye cualquier material que, cuando se combina
con un ingrediente activo, permite a los ingredientes retener
su actividad bioldgica y no es reactivo con el sistema inmune
del sujeto. Ejemplos incluyen, ©pero no se limitan a
cualquiera de los portadores farmacéuticos estédndar tales
como una solucidén salina amortiguada con fosfato, agua,
emulsiones tales como la emulsidén de aceite/agua y diversos
tipos de agentes humectantes. Los diluyentes preferidos para
aerosol o administracién parenteral son la solucidén salina
amortiguada con fosfato (PBS) o solucidén salina normal (al
0.9%). Las composiciones que comprenden tales portadores se
formulan mediante métodos convencionales Dbien conocidos
(véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a
edicién, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA,
1990; y Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20a

edicidén, Mack Publishing, 2000).
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El término “funcidén efectora” se refiere a las
actividades Dbiolbgicas atribuibles a 1la regidén Fc de un
anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo
incluyen, pero no se limitan a citotoxicidad mediada por
células dependientes del anticuerpo (ADCC), unidén al receptor
Fc, citotoxicidad dependiente del complemento (CbhC),
fagocitosis, unidén Clg y desregulacidén de los receptores de
la superficie celular (por ejemplo, receptor de células B;
BCR) . Ver, por ejemplo, Patente de los EE. UU. No. 6,737,056.
Tales funciones efectoras requieren en general que la regidn
Fc se combine con un dominio de unidén (por ejemplo, un
dominio variable de anticuerpo) y puede evaluarse utilizando
diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar tales
funciones efectoras del anticuerpo. Una medicidén ejemplar de
la funcidén efectora es a través de la unidén de Fcy3 y/o Clqg.

Como se utiliza en la presente “toxicidad mediada
por células dependientes del anticuerpo” o “ADCC” se refiere
a una reaccidén mediada por células en la cual las células
citotdéxicas no especificas que expresan los receptores Fc
(FcR) (por ejemplo, células exterminadoras naturales (NK),
neutréfilos y macrdéfagos) reconocen el anticuerpo de unidén a

una célula objetivo y posteriormente provoca la lisis de 1la
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célula objetivo. La actividad de ADCC de una molécula de
interés puede evaluarse utilizando un ensayo ADCC in vitro,
tal como se describe en 1la Patente de 1los EE. UU. No.
5,500,362 o 5,821,337. Las células efectoras Tutiles para
tales ensayos incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y células NK. Alternativa o adicionalmente,
la actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse
in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el que se
describe en Clynes et al., 1998, PNAS (EE. UU.), 95:652-656.

“Citotoxicidad dependiente del complemento” o “CDC”
se refiere al lisado de un objetivo en ©presencia de
complemento. La ruta de activaciédn del complemento se inicia
por la unidén del primer componente del sistema de complemento
(Clg) a una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) acomplejado
con un antigeno cognado. Para evaluar la activacién del
complemento, puede realizarse un ensayo de CDC, por ejemplo,
como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods, 202: 163 (1996).

Como se utiliza en la presente, el término “kg,” ©
“ka.”, se refiere a la constante de velocidad para 1la
asociacién de un anticuerpo a un antigeno. Especificamente,

las constantes de velocidad (kon O ki v keoese o kg) vy las
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constantes de disociacidédn de equilibrio se miden utilizando
el anticuerpo completo (es decir, bivalente) y proteinas de
GITR monoméricas.

Como se utiliza en la presente, el término “kess” ©
“ka”, se refiere a la constante de velocidad para la
disociacidén de un anticuerpo del complejo
anticuerpo/antigeno.

Como se utiliza en la presente, el término “Kp”, se
refiere a la constante de disociacién de equilibrio de una
interaccién anticuerpo-antigeno.

Con referencia a “aproximadamente”, un valor o
pardametro en la presente incluye (y describe) modalidades que
estdn dirigidas a ese valor o pardmetro per se. Por ejemplo,
La descripcidén denominada ‘“aproximadamente X” incluye la
descripcidén de “X.” Los margenes numéricos son inclusivos de
los numeros que definen el margen. Generalmente hablando, el
término “aproximadamente” se refiere al valor indicado de 1la
variable y a todos los valores de 1la variable que estéan
dentro del error experimental del wvalor indicado (por
ejemplo, dentro del intervalo de confianza al 95% para la
media) o dentro del 10 por ciento del valor indicado, lo que

sea mayor. Cuando el término “aproximadamente” se usa dentro
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del contexto de un periodo de tiempo (afios, meses, semanas,
dias, etc.), el término “aproximadamente” significa ese
periodo de tiempo mds o menos una cantidad del siguiente
periodo de tiempo subordinado (por ejemplo, aproximadamente 1
afio significan 11-13 meses; aproximadamente 6 meses significa
6 meses mads O menos una semana; aproximadamente 1 semana
significa 6-8 dias; etc.) o dentro del 10 por ciento del
valor indicado, lo gque sea mayor.

El término “intensificador de las células efectoras
inmunes” o “intensificador IEC” se refiere a una sustancia
capaz de incrementar o intensificar el nUmero, calidad o
funcidén de uno o més tipos de células efectoras inmunes de un
mamifero. Ejemplo de células efectoras inmunes incluyen
células T CD8 <citoliticas, «células T CD4, células NK vy
células B.

El término “modulador inmune” se refiere a una
sustancia capaz de alterar (por ejemplo, inhibir, reducir,
incrementar, intensificar o estimular) la respuesta inmune
(como se define en la presente) o el trabajo de cualquier
componente del sistema inmune celular innato, humoral o
celular de un mamifero huésped. De este modo, el término

“modulador inmune” abarca al “intensificador de células
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efectoras inmunes” como se define en la presente y el
“inhibidor de células inmunosupresoras” como se define en la
presente, asi como la sustancia que afecta otros componentes
del sistema inmune de un mamifero.

El término  “respuesta inmune” se refiere a
cualgquier respuesta detectable de una sustancia particular
(tal como un antigeno o inmundgeno) por el sistema inmune de
un mamifero huésped, tal como las respuestas inmunes innatas
(por ejemplo, activacidén de la cascada de sefalizacién del
receptor Toll), respuestas inmunes mediadas por células (por
ejemplo, respuestas mediadas por células T, tales como
células T especificas del antigeno y células no especificas
del sistema inmune) y las respuestas inmunes humorales (por
ejemplo, respuestas mediadas por células B, tales como 1la
generacidén y secrecidn de anticuerpos en el plasma, linfa y/o
fluidos tisulares).

El término “inmunogénico” se refiere a la capacidad
de una sustancia para provocar, producir, estimular o inducir
una respuesta inmune o) para mejorar, intensificar,
incrementar o prolongar una respuesta inmune pre-existente
contra un antigeno particular, ya sea solo o cuando se enlaza

a un portador, en presencia o ausencia de un adyuvante.
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El término “inhibidor de células inmunosupresoras”
o “inhibidor ISC” se refiere a una sustancia capaz de reducir
o suprimir el numero o funcidén de células inmunosupresoras de
un mamifero. Ejemplos de células inmunosupresoras incluye
células T reguladoras (“Treg”), células supresoras mieloides
derivadas y macréfagos asociados al tumor.

E1l término “administracidn intradérmica” o
“administrado via intradérmica” en el contexto de administrar
na sustancia a un mamifero que incluye un humano, se refiere
a la administracién de la sustancia en la capa dérmica de 1la
piel del mamifero. La piel de un mamifero se compone de una
capa epidérmica, una capa dérmica y una capa subcutédnea. La
epidermis es la capa exterior de la piel. La dermis, que es
la capa media de la piel, contiene extremos nerviosos,
glandulas sudoriparas y glandulas de aceite (sebéaceas),
foliculos pilosos y vasos sanguineos. La capa subcutédnea esté
hecha de tejido adiposo vy conectivo que aloja los vasos
sanguineos y nervios mads grandes. En contraste con la
administracidén intradérmica, la “administracidén subcuténea”
se refiere a la administracidédn de una sustancia en la capa

subcutanea y la “administracidén toépica” se refiere a la



10

15

20

57

administracién de una sustancia sobre la superficie de 1la
piel.

El término “trastorno neoplédsico” se refiere a un
padecimiento en el cual las células proliferan a una tasa
descontrolada y anormalmente alta, la tasa sobrepasa y no se
coordina con la de los tejidos normales circundantes.
Usualmente resulta en una lesidén o bulto sbdélido conocido como

7

“tumor.” Este término abarca trastornos neoplasicos benignos
y malignos. El término “trastorno neopldsico maligno”, que se
utiliza de modo intercambiable con el término “cancer” en la
presente descripcidn, se refiere a un trastorno neoplésico
caracterizado por la capacidad de las células de tumor de
propagarse a otros sitios del cuerpo (conocidos como
“metdstasis”). El término “trastorno neopldsico benigno” se
refiere a un trastorno neoplédsico en el cual las células de
tumor carecen de la capacidad de hacer metéstasis.

El término “que evita” o “evitar” se refiere a (a)
mantener un trastorno desde que aparece o (b) retardar el
inicio de wun trastorno o inicio de los sintomas de un
trastorno.

El término “antigeno asociado al tumor” o “TAA” se

refiere a un antigeno que se expresa especificamente por las
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células de tumor o se expresa a una mayor frecuencia o
densidad por 1las células de tumor que por las células sin
tumor del mismo tipo de tejido. Los antigenos asociados al
tumor pueden ser antigenos que no se expresan normalmente por
el huésped; mutan, se truncan, se pliegan mal o de otro modo
son manifestaciones anormales de moléculas normalmente
expresadas por el huésped; pueden ser idénticas a las
moléculas expresadas normalmente, pero expresadas a niveles
anormalmente altos; o pueden expresarse en un contexto o
medio, es decir, anormal. Los antigenos asociados al tumor
pueden ser, por ejemplo, proteinas o fragmentos de proteina,
carbohidratos complejos, ganglidsidos, haptenos, acidos
nucleicos o cualquier combinacidén de estas u otras moléculas
bioldégicas.

El término “vacuna” se refiere a una composicidn
inmunogénica para la administracién a un mamifero para
producir una respuesta inmune contra un antigeno particular
en el mamifero. Una vacuna tipicamente contiene un agente
(conocido como “antigeno” o “inmundgeno”) qgque parece o se
deriva del objetivo de la respuesta inmune, tal como un
microorganismo que provoca enfermedad o células de tumor. Una

vacuna prevista para el tratamiento de un tumor, tal como un



10

15

20

59

cancer, normalmente contiene un antigeno, es decir, derivado

de un TAA encontrado en el tumor objetivo y es capaz de

producir inmunogenicidad contra el TAA en el tumor objetivo.
Se entenderd que dondequiera que las modalidades se

A\Y

describan en la presente con el idioma que comprende”,
también se proporcionan de otro modo las modalidades anédlogas
descritas en términos de “que consiste de” y/o “que consiste
esencialmente de”.

Cuando los aspectos o modalidades de la invencidn
se describen en términos de un grupo de Markush u otra
agrupacidén de alternativas, la presente invencidén no solo
abarca todo el grupo listado como un todo, sino cada miembro
del grupo de modo individual y todos los subgrupos posibles
del grupo principal, sino también el grupo principal ausente
de uno o mas de los miembros del grupo. La presente invencidn
también visualiza la exclusidén explicita de uno o mas de
cualquiera de los miembros del grupo de la invencidn
reivindicada.

A menos dque se defina de otro modo, todos los
términos técnicos y cientificos wutilizados en la presente
tienen el mismo significado como se entiende cominmente por

aquel con experiencia ordinaria en la técnica a la cual
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pertenece esta invencidédn. En caso de conflicto, controlard la
presente especificacién incluyendo definiciones. A través de
toda esta especificacién y reivindicaciones, se entenderd que
la palabra “comprende” o variaciones tales como “comprender”
o “que comprende” implica la inclusidén de un numero entero
establecido o grupo de numeros enteros, pero no la exclusidn
de ningln otro numero entero o grupo de numeros enteros. A
menos que se requiera de otro modo por el contexto, 1los
términos en singular deberan incluir las pluralidades y 1los
términos en plural deberdn incluir el singular. Cualesquier
ejemplos después del término “por ejemplo” o “por ejemplo” no
significa que sea exhaustivo o limitante.

Se describen en la presente métodos y materiales
ejemplares, aunque también pueden utilizarse los métodos vy
materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente en la préactica o prueba de la presente invencidn.
Los materiales, métodos y ejemplos solo son ilustrativos y no

pretenden ser limitantes.

Anticuerpos anti-GITR

Se proporcionan en la presente anticuerpos anti-

GITR que tienen las propiedades de impulsar la inmunidad
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anti-tumor que resulta en la regresién del tumor. Un
anticuerpo anti-GITR de la presente invencién muestra las
siguientes caracteristicas: (a) suprimir las Treg dque
infiltran el tumor a través de la funcidédn de la citotoxicidad
dependiente del anticuerpo (ADCC) y/o fagocitosis dependiente
del anticuerpo (ADCP); (b) unirse a GITR en las células T
efectoras e intensificar directamente la activacidén de
células T efectoras; vy/o (c) intensificar las funciones
efectoras de las células T efectoras y la supervivencia de
células T CD8+.

Los anticuerpos utiles en la presente invencidn
pueden abarcar anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab,
Fab’, F(ab’),, Fv, Fc, etc.), anticuerpos guiméricos,
anticuerpos biespecificos, anticuerpos heteroconjugados, de
cadena simple (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas
fusién gque comprenden una porcidn de anticuerpo (por ejemplo,
un dominio de anticuerpo), anticuerpos humanizados %
cualquier otra configuracidén modificada de la molécula de
inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento del
antigeno de la especificidad requerida, incluyendo variantes

de glicosilacidén de anticuerpos, variantes de la secuencia de
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aminoacidos de los anticuerpos y anticuerpos modificados de
modo covalente. Los anticuerpos pueden ser de murino, rata,
humano o cualquier otro origen (incluyendo anticuerpos
quiméricos o humanizados). En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo monoclonal. En algunas
modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo humano o
humanizado.

Los anticuerpos anti-GITR pueden hacerse mediante
cualquier método conocido en la técnica. Las técnicas
generales de produccién de anticuerpos humanos y de ratdn se
conocen en la técnica y/o se describen en la presente.

Los anticuerpos anti-GITR pueden identificarse o
caracterizarse utilizando métodos conocidos en la técnica,
donde se detecta la actividad de unién a GITR. En algunas
modalidades, un anticuerpo anti-GITR se identifica al incubar
un agente candidato con GITR y unidén de monitoreo. El ensayo
de unidén puede realizarse, por ejemplo, con polipéptidos de
GITR purificados o con células que se expresan de forma
natural (por ejemplo, diversas cepas) o transfectarse para
expresar los polipéptidos de GITR. En una modalidad, el
ensayo de unidén es un ensayo de unidén competitiva donde se

evalta la capacidad de un anticuerpo candidato para competir
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con un anticuerpo anti-GITR conocido para la unidén de GITR.
El ensayo debe realizarse en diversos formatos, incluyendo el
formato ELISA. En algunas modalidades, se identifica wun
anticuerpo anti-GITR al incubar un anticuerpo candidato con
GITR y unidén de monitoreo.

Después de la identificacién inicial, La actividad
de un anticuerpo anti-GITR candidato ademéds puede confirmarse
y refinarse mediante Dbioensayos conocidos por probar las
actividades bioldégicas dirigidas. En algunas modalidades, se
utiliza un ensayo celular in vitro para caracterizar ademés
un anticuerpo anti-GITR candidato.

Los anticuerpos anti-GITR pueden caracterizarse
utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
un método es para identificar el epitopo al cual se une o el
“mapeo del epitopo”. Existen muchos métodos conocidos en la
técnica para mapear vy caracterizar la ubicacidén de 1los
epitopos en proteinas, incluyendo resolver la estructura
cristalina de un complejo de anticuerpo-antigeno, ensayos de
competencia, ensayos de expresidédn de fragmentos de genes vy
ensayos a base de péptidos sintéticos, como se describe, por
ejemplo, en el Capitulo 11 de Harlow vy Lane, Using

Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1999. En un
ejemplo adicional, el mapeo de epitopos puede utilizarse para
determinar la secuencia en la cual se une un anticuerpo anti-
GITR. El1 mapeo de epitopos estd comercialmente disponible a
partir de diversas fuentes, por ejemplo, Pepscan Systems
(Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad, Paises bajos). El epitopo
puede ser un epitopo lineal, es decir, contenido en una sola
extensién de aminodcidos o un epitopo conformacional formado
por una interaccién tridimensional de aminodcidos que no
necesariamente pueden estar contenidos en una sola extensién.
Los péptidos de longitudes variantes (por ejemplo, de al
menos 4-6 aminoacidos de largo) pueden aislarse o)
sintetizarse (por ejemplo, de modo recombinante) y utilizarse
para los ensayos de unidén con un anticuerpo anti-GITR. En
otro ejemplo, el epitopo al cual se une el anticuerpo anti-
GITR puede determinarse en una seleccién sistemdtica al
utilizar los péptidos gque se superponen derivados de la
secuencia de GITR y determinar la unién por el anticuerpo
anti-GITR. De acuerdo con los ensayos de expresién del
fragmento génico, el marco de lectura abierta que codifica
GITR se fragmenta ya sea al azar o mediante construcciones

genéticas especificas y se determina la reactividad de 1los
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fragmentos expresados de GITR con el anticuerpo que se va a
probar. Los fragmentos génicos pueden, por ejemplo,
producirse mediante PCR y después transcribirse y trasladarse
in vitro en proteinas, en presencia de aminodcidos
radiocactivos. Entonces se determina la unidén del anticuerpo a
los fragmentos de GITR etiquetados de forma radioactiva
mediante inmunoprecipitacidédn y electroforesis en gel. Ciertos
epitopos también pueden identificarse al wutilizar grandes
bibliotecas de secuencias de péptidos al azar mostradas en la
superficie de las particulas del fago (bibliotecas de fagos)
o levaduras (que muestran levaduras). Alternativamente, puede
probarse una biblioteca definida para superponer fragmentos
peptidicos para unirlos al anticuerpo de prueba en ensayos de
unién simple. En un ejemplo adicional, puede realizarse la
mutagénesis de un antigeno, experimentos de intercambio de
dominio y mutagénesis por barrido de alanina para identificar
los residuos requeridos, suficientes y/o necesarios para la
unién del epitopo. Por ejemplo, los experimentos de
mutagénesis por barrido de alanina pueden realizarse
utilizando un GITR mutante en el cual diversos residuos del
polipéptido GITR se han reemplazado con alanina. Al evaluar

la unidén del anticuerpo con el GITR mutante, puede evaluarse
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la importancia de los residuos GITR particulares en la unidn
del anticuerpo.

Incluso otro método que puede utilizarse para
caracterizar un anticuerpo anti-GITR es utilizar ensayos de
competencia con otros anticuerpos conocidos por unirse al
mismo antigeno, es decir, diversos fragmentos de GITR, para
determinar si el anticuerpo anti-GITR se une al mismo epitopo
como otros anticuerpos. Los ensayos de competencia se conocen
bien por aquellos con experiencia en la técnica, incluyendo
en un formato ELISA.

La afinidad de unidén (Kp) de un anticuerpo anti-
GITR a GITR puede ser de aproximadamente 0.001 a
aproximadamente 200 nM. En algunas modalidades, la afinidad
de unién es cualqgquiera de aproximadamente 200 nM,
aproximadamente 150 nM, aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 20 nM, aproximadamente
19 nM, aproximadamente 18 nM, aproximadamente 17 nM,
aproximadamente 16 nM, aproximadamente 15 nM, aproximadamente
14 nM, aproximadamente 13 nM, aproximadamente 12 nM,
aproximadamente 11 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente
9 nM, aproximadamente 8 nM, aproximadamente 7 nM,

aproximadamente 6 nM, aproximadamente 5 nM, aproximadamente 4
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nM, aproximadamente 3 nM, aproximadamente 2 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente
100 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM,
aproximadamente 20 pM, aproximadamente 15 pM, aproximadamente
10 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 2 pM o
aproximadamente 1 pM. En algunas modalidades, la afinidad de
unién es menor de cualquiera de aproximadamente 250 nM,
aproximadamente 200 nM, aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente
1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM,
aproximadamente 50 pM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente
10 pM, aproximadamente 5 pM o aproximadamente 2 pM.

En consecuencia, la invencién proporciona
cualquiera de lo siguiente o composiciones (incluyendo
composiciones farmacéuticas) que comprende un anticuerpo que
tiene una secuencia de cadena ligera parcial y una secuencia
de cadena pesada parcial como se encuentra en la Tabla 1 o
variantes de la misma. En la Tabla 1, las secuencias
subrayadas son secuencias CDR de acuerdo con Kabat y en

negritas de acuerdo con Chothia.



10

15

20

68

Tabla 1:

Secuencias de regiones variables de

anticuerpos anti-GITR

mAb Cadena ligera Cadena pesada

m3G7 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNFGI EVQOLOQOSGPERVKPGASMKISCKVSGYSFTDYTMN
NFMNWFQQOKSGQPPKLLIYAASNQGSGVPARFSG WVKQSHGKNLEWIGLINPYNGGIRYNQKFKGKASL
SGSGTDFSLDIHPMEEDDTAMYFCQQSKELPWTF TVDKSSNTAYMELLSLTSEDSAVYYCARIGGYYDS
GGGTKLEIK MDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 2)

(SEQ ID NO: 1)

h3G7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVDNFGI EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSFTDYTMN

VL1.1 | NELNWFQOKPGKAPKLLIYAASNQGSGVPSRFSG WVRQAPGKGLEWVALINPYNGGIRYNQKFKGRFETI
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSKELPWTF SVDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIGGYYDS
GGGTKVEIK (SEQ ID NO: 3) MDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 4)

h3G7 DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVDNFGI EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYTMN

H1 NFLNWYQQKPGKAPKLLIYAASNQGSGVPSRFSG WVRQAPGKGLEWVALINPYNGGIRYNQKFKGRETI
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSKELPWTF SRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIGGYYDS
GGGTKVEIK (SEQ ID NO: 5) MDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 6)

h3G7 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASESVDNFGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYTMN

H2 NFMNWYQQOKPGQAPRLLIYAASNQGSGIPDRFSG WVRQAPGQGLEWMGLINPYNGGIRYNQKFKGRVTM
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQSKELPWTF TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARIGGYYDS
GQGTKVEIK (SEQ ID NO: 7) MDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 8)

h3G7 DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVDPRGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGATMN

AM NFLNWYQQOKPGKAPKLLIYAASNQAKGVPSRFSG WVRQAPGQGLEWMGLINPYNGGIRYNQKFKGRVTM
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQALELPWTF TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARIGGYYDS
GGGTKVEIK EEXWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 10)

(SEQ ID NO: 9)

h3G7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVEPRGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGATMN

R5 NFLNWYQQOKPGKAPKLLIYAASQASKGVPSRFSG WVRQAPGQGLEWMGLINPYTGGIRYNQKFKGRVTM
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQALELPWTF TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARIGGYYDS
GGGTKVEIK (SEQ ID NO: 11) MDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 12)

h3G7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVEPRGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGATMN

LF NFLNWYQQOKPGKAPKLLIYAASQASKGVPSRFSG WVRQAPGQGLEWMGLINPYTGGIRYNQKFKGRVTM
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQALELPWTF TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARIGGYYDT
GGGTKVEIK (SEQ ID NO: 13) MDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 14)

h3G7 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVQPRGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYTVS

N9 NELNWYQQOKPGKAPKLLIYAASNPSKGVPSRFESG WVRQAPGOQGLEWMGLINPYTGGIRYNQKFKGRVTM
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQALELPWTF TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARIGGYYDS
GGGTKVEIK MDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 112)
(SEQ ID NO: 111)

ml0H2 | DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGTSIH QVOLOOSGAELMKPGASVKISCTATGYTISRYWIE

WYQORTNGSPRLLIKYASESVSGIPSRFSGSGSG
TDFTLFINSVESEDIADYYCQQTYSWPATFGAGT
KLELK (SEQ ID NO: 15)

WVKQRPGHGLEWIGEILPGSGVINYNEKFKGKATF
TADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYSCARKGTYYAM
DYWGQGTSVTVSS

(SEQ ID NO: 16)
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h10H2 | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGTSIH | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYWIE
HU WYQQKPGOAPRLLIYYASESVSGIPDRFSGSGSG | WVRQAPGQGLEWMGE ILPGSGVTNYNEKFKGRVT I
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTYSWPATFGOGT | TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKGTYYAM
KVEIK (SEQ ID NO: 17) DYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 18)
h10H2 | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGTSIH | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYWIE
AM WYQQKPGQAPRLLIYYASESVSGIPDRFSGSGSG | WVRQAPGQGLEWMGEILPGSGVTFENEKFKGRVTI
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTYSWPATFGQGT | TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKGRYYAM
KVEIK (SEQ ID NO: 19) DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 20)
h10H2 | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGTSIH | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYWIE
N13 WYQQKPGOAPRLLIYYASESVSGIPDRFSGSGSG | WVRQAPGQGLEWMGE ILPGSGVEWYNEKFKGRVT I
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTYSWPATFGOGT | TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKGRGYAM
KVEIK (SEQ ID NO: 120) DYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 121)
h10H2 | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGTSIH | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYWIE
N14 WYQQKPGQAPRLLIYYASESVSGIPDRFSGSGSG | WVRQAPGQGLEWMGE ILPGSGVTFENEKFKGRVTI
TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTYSWPATFGQOGT | TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKGRYYAM
KVEIK (SEQ ID NO: 122) DYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 123)
r18H1 | DIVMTQSPSSLAVSAGETVTINCKSSQSLLYSGN | EVQLVESDGVLVQPGKSLTLSCAASGFTFSDYYMA
2 QKSYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASPRQSGVPDRF | WVRQAPTKGLEWVATISYDDITTFYRDSVKGRFTI
TIGSGSGTDFTLTISSVQAEDMATYYCQQYYDAPP | SRDTAKSTLYLOMDSLRSEDTATYYCTRGLOWPYV
TFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 69) MDAWGQGALVTVSS (SEQ ID NO: 70)
r21B6 | EIVLTQSPTTMAASPGEKVTITCRASSSLNYMHW | EAQLVESGGGLVQPGRSLKLSCEASGFTFTKYGMA
FOOKSGTSPKPWIYDTSELASGVPDRFSGSGSGT | WVRQAPTKGLEWVASIINSGGNTYYRDSVKGRETI
SYSLTISSMEAEDAATYYCLQKNGYPLTFGSGTK | SRDNAKSTLYLOMDSLRSEDTATYYCATDYYDGSY
LEIK (SEQ ID NO: 71) HSDVVDAWGQGVLVTVSS (SEQ ID NO: 72)

La invencidén también proporciona porciones CDR de
anticuerpos a GITR. La determinacién de las regiones CDR esté

bien dentro de la experiencia de la técnica. Se entenderéa

que, en algunas modalidades, las CDR pueden ser una

combinacién de las CDR de Kabat y Chothia (también llamadas

“CDR combinadas” o “CDR extendidas”). En otro procedimiento,

se denominan en la presente como la “definicidén

conformacional” de las CDR, las posiciones de las CDR pueden

identificarse como 1los residuos que hacen contribuciones

entédlpicas a la wunidén del antigeno. Véase, por ejemplo,
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Makabe et al., 2008, Journal of Biological Chemistry,
283:1156-1166. En general, las “CDR conformacionales”
incluyen las posiciones de residuos en las CDR de Kabat y las
zonas de Vernier que estan contraidas para mantener la
estructura de bucle apropiada para que el anticuerpo se una a
un antigeno especifico. La determinacién de las CDR
conformacionales es bien conocida dentro de la experiencia de
la técnica. En algunas modalidades, las CDR son las CDR de
Kabat. En otras modalidades, las CDR son las CDR de Chothia.
En otras modalidades, las CDR son las CDR extendidas, AbM,
conformacionales o de contacto. En otras palabras, en
modalidades con més de una CDR, las CDR pueden ser cualquiera
de las CDR de Kabat, Chothia, extendidas, AbM, CDR
conformacionales, de contacto o combinaciones de las mismas.
En algunas modalidades, el anticuerpo comprende
tres CDR de cualquiera de las regiones variables de cadena
pesada mostradas en la Tabla 1. En algunas modalidades, el
anticuerpo comprende tres CDR de cualquiera de las regiones
variables de <cadena ligera mostradas en la Tabla 1. En
algunas modalidades, el anticuerpo comprende tres CDR de

cualquiera de las regiones variables de cadena pesada
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mostradas en la Tabla 1 y tres CDR de cualquiera de las
regiones variables de cadena ligera mostradas en la Tabla 1.

En algunas modalidades, se proporciona un
anticuerpo aislado que se une especificamente a GITR vy
comprende: una regidédn variable de cadena pesada (VH) que
comprende una CDR1 VH, CDR2 VH y CDR3 VH de la VH que tiene
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 112; y/o una
regién variable de cadena ligera (VL) gque comprende una CDRI1
VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la VL que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:
i, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o 111.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
VH que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 112 o una variante de 1la
misma con una o varias sustituciones de aminoéacidos
conservadoras en los residuos que no estan dentro de una CDR.
En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una VL gue
comprende la secuencia de aminoadcidos mostrada en SEQ ID NO:
i, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o 111 o una variante de la misma con
una o varias sustituciones de aminoacidos en los aminoacidos

que no estan dentro de una CDR.
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En algunas modalidades, se proporciona un
anticuerpo aislado que se une especificamente a GITR vy
comprende: una VH que comprende una CDR1 VH, CDR2 VH y CDR3
VH de la VH que tiene wuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 16, 18, 20,
121 y 123; y/o una VL que comprende una CDR1 VL, CDR2 VL vy
CDR3 VL de la VL que tiene wuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 15, 17, 19,
120 y 122.

En algunas modalidades, se proporciona un
anticuerpo aislado que se une especificamente a GITR vy
comprende: una VH que comprende una CDR1 VH, CDR2 VH y CDR3
VH de la VH que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 70 y 72;
y/o una VL que comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la
VL que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 69 y 71.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende la
cadena pesada de longitud completa, con o sin la lisina C-
terminal vy/o la cadena ligera de longitud completa del
anticuerpo anti-GITR. Por ejemplo, el anticuerpo anti-GITR

comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
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aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 110 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminocdcidos mostrada en SEQ ID
NO: 109.

La Tabla 2 proporciona ejemplos de secuencias de
CDR de los anticuerpos anti-GITR proporcionados en la

presente.

Tabla 2. Anticuerpos anti-GITR (mAbs) y sus

secuencias de CDR de unidén al antigeno de acuerdo con Kabat vy

Chothia
mAb CDR1 CDR2 CDR3
I | RASESVDNFGINEFMN AASNQGS (SEQ ID NO: QOSKELPWT (SEQ ID
m3G7 (SEQ ID NO: 21) 22) NO: 23)

H | GYSFTDY (SEQ ID NPYNGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ
NO: 24) (Chothia) 27) (Chothia) ID NO: 29)
DYTMN (SEQ ID NO: LINPYNGGIRYNQKFKG
25) (Kabat) (SEQ ID NO: 28)
GYSFTDYTMN (SEQ ID (Kabat)
NO: 26)
(extendida)

L | RASESVDNFGINFLN AASNQGS (SEQ ID NO: QQOSKELPWT (SEQ ID

h3G7VL1 (SEQ ID NO: 30) 22) NO: 23)
.1 H | GYSFTDY (SEQ ID NPYNGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ

NO: 24) (Chothia) 27) (Chothia) ID NO: 29)
DYTMN (SEQ ID NO: LINPYNGGIRYNQKFKG
25) (Kabat) (SEQ ID NO: 28)
GYSFTDYTMN (SEQ ID (Kabat)
NO: 206)
(extendida)
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h3G7 RASESVDNFGINFLN AASNQGS (SEQ ID NO: | QOSKELPWT (SEQ ID
H1 (SEQ ID NO: 30) 22) NO: 23)

GFTFSDY (SEQ ID NPYNGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ

NO: 32) (Chothia) 27) (Chothia) ID NO: 29)

DYTMN (SEQ ID NO: LINPYNGGIRYNQKFKG

25) (Kabat) (SEQ ID NO: 28)

GFTFSDYTMN (SEQ 1D | (Kabat)

NO: 33)

(extendida)
h3G7 RASESVDNFGINFMN AASNQGS (SEQ ID NO: | QOSKELPWT (SEQ ID
H2 (SEQ ID NO: 21) 22) NO: 23)

GYTFTDY (SEQ ID NPYNGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ

NO: 34) (Chothia) 27) (Chothia) ID NO: 29)

DYTMN (SEQ ID NO: LINPYNGGIRYNQKFKG

25) (Kabat) (SEQ ID NO: 28)

GYTFTDYTMN (SEQ ID (Kabat)

NO: 35)

(extendida)
h3G7 RASESVDPRGINFLN AASNQAK (SEQ ID NO: | QQALELPWT (SEQ ID
AM (SEQ ID NO: 36) 37) NO: 38)

GYTFTGA (SEQ ID NPYNGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ

NO: 39) (Chothia) 27) (Chothia) ID NO: 29)

GATMN (SEQ ID NO: LINPYNGGIRYNQKFKG

40) (Kabat) (SEQ ID NO: 28)

GYTFTGATMN (SEQ ID | (Kabat)

NO: 41)

(extendida)
h3G7 RASESVEPRGINFLN AASQASK (SEQ ID NO: | QQALELPWT (SEQ ID
RS (SEQ ID NO: 42) 43) NO: 38)

GYTFTGA (SEQ ID NPYTGG (SEQ ID NO: IGGYYDSMDY (SEQ

NO: 39) (Chothia) 44) (Chothia) ID NO: 29)

GATMN (SEQ ID NO: LINPYTGGIRYNQKFKG

40) (Kabat) (SEQ ID NO: 45)

GYTFTGATMN (SEQ ID | (Kabat)

NO: 41)

(extendida)
h3G7 RASESVEPRGINFLN AASQASK (SEQ ID NO: | QQALELPWT (SEQ ID
LE (SEQ ID NO: 42) 43) NO: 38)

GYTFTGA (SEQ ID NPYTGG (SEQ ID NO: IGGYYDTMDY (SEQ

NO: 39) (Chothia) 44) (Chothia) ID NO: 46)

GATMN (SEQ ID NO: LINPYTGGIRYNQKFKG

40) (Kabat) (SEQ ID NO: 45)

GYTFTGATMN (SEQ ID | (Kabat)

NO: 41)
h3G7 N9 RASESVQPRGINFLN AASNPSK (SEQ ID NO: | QOQALELPWT (SEQ ID

(SEQ ID NO: 113 )

114)

NO: 38)

GYTFTGY (SEQ ID
NO: 116) (Chothia)
GYTVS (SEQ ID NO:
117)

GYTFTGYTVS (SEQ ID
NO: 115 )

NPYTGG (SEQ ID NO:
44) (Chothia)
LINPYTGGIRYNQKFKG
(SEQ ID NO: 45)
(Kabat)

IGGYYDSMDY (SEQ
ID NO: 29)
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m10H2 RASQSIGTSIH (SEQ YASESVS (SEQ ID NO: QOTYSWPAT (SEQ ID
ID NO: 47) 48) NO: 49)
GYTISRY (SEQ ID LPGSGV (SEQ ID NO: KGTYYAMDY (SEQ ID
NO: 51) (Chothia) 54) (Chothia) NO: 55)
RYWIE (SEQ ID NO: EILPGSGVTNYNEKFKG
52) (Kabat) (SEQ ID NO: 53)
GYTISRYWIE (SEQ ID (Kabat)
NO: 50)
(extendida)
h10HZ RASQSIGTSIH (SEQ YASESVS (SEQ ID NO: QOTYSWPAT (SEQ ID
HU ID NO: 47) 48) NO: 49)
GGTFSRY (SEQ ID LPGSGV (SEQ ID NO: KGTYYAMDY (SEQ ID
NO: 57) (Chothia) 54) (Chothia) NO: 55)
RYWIE (SEQ ID NO: EILPGSGVTNYNEKFKG
52) (Kabat) (SEQ ID NO: 53)
GGTFSRYWIE (sgg 1p | (Kabat)
NO: 506)
(extendida)
h10H2AM RASQSIGTSIH (SEQ YASESVS (SEQ ID NO: QOTYSWPAT (SEQ ID
ID NO: 47) 48) NO: 49)
GGTFSRY (SEQ ID LPGSGV (SEQ ID NO: KGRYYAMDY (SEQ ID
NO: 57) (Chothia) 59) (Chothia) NO: 60)
RYWIE (SEQ ID NO: EILPGSGVTFENEKFKG
52) (Kabat) (SEQ ID NO: 58)
GGTFSRYWIE (SEQ ID (Kabat)
NO: 56)
(extendida)
h10HZ RASQSIGTSIH YASESVS (SEQ ID NO: | QQTYSWPAT (SEQ ID
N13 (SEQ ID NO: 47) 48) NO: 49)
GGTFSRY (SEQ ID LPGSGV (SEQ ID NO: KGRGYAMDY (SEQ ID
NO: 57) (Chothia) 54) (Chothia) NO: 124)
RYWIE (SEQ ID NO: EILPGSGVTNYNEKFKG
52) (Kabat) (SEQ ID NO: 53)
GGTFSRYWIE (sgg 1p | (Kabat)
NO: 56)
(extendida)
h10H2 RASQSIGTSIH (SEQ YASESVS (SEQ ID NO: QOTYSWPAT (SEQ ID
N14 ID NO: 47) 48) NO: 49)
GGTFSRY (SEQ ID LPGSGV (SEQ ID NO: KGRYYAMDY (SEQ ID
NO: 57) (Chothia) 59) (Chothia) NO: 60)
RYWIE (SEQ ID NO: EILPGSGVTFENEKFKG
52) (Kabat) (SEQ ID NO: 58)

GGTEFSRYWIE (SEQ ID
NO: 56)
(extendida)

(Kabat)
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rl8H12 L | KSSQSLLYSGNQKSYLA WASPRQS (SEQ ID NO: QQYYDAPPT (SEQ ID
(SEQ ID NO: 73) 74) NO: 75)
H | GFTFSDY (SEQ ID SYDDIT (SEQ ID NO: GLOWPYVMDA (SEQ
NO: 32) (Chothia) 78) (Chothia) ID NO: 80)
DYYMA (SEQ ID NO: TISYDDITTFYRDSVKG
76) (Kabat) (SEQ ID NO: 79)
GFTFSDYYMA (SEQ ID (Kabat)
NO: 77)
(extendida)
r21B6 L | RASSSLNYMH (SEQ ID | DTSELAS (SEQ ID NO: LOKNGYPLT (SEQ ID
NO: 81) 82) NO: 83)
H | GFTFTKY (SEQ ID SYDDIT (SEQ ID NO: DYYDGSYHSDVVDA
NO: 86) (Chothia) 78) (Chothia) (SEQ ID NO: 87)
KYGMA (SEQ ID NO: TISYDDITTEYRDSVKG
85) (Kabat) (SEQ ID NO: 79)
GFTFTKYGMA (SEQ ID (Kabat)
NO: 84)
(extendida)

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende las
tres CDR de cadena ligera y las tres CDR de cadena pesada de
la Tabla 2.

Una alineacién de las CDR de cadena ligera a partir
de una cantidad selectiva de anticuerpos anti-GITR se
proporciona en la Tabla 3. Los residuos variables se muestran
en negritas. Las secuencias de CDR de cadena ligera de
consenso se proporcionan en la UGltima hilera de la Tabla 3.

Tabla 3. Alineacidén de las CDR de cadena ligera de anti-GITR

SEQ SEQ SEQ
mAb CDR1 VL ID CDR2 VL ID CDR3 VL ID
NO: NO: NO:

m3G7 RASESVDNFGINFMN 21 AASNQGS 22 QQOSKELPWT 23
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h3G7v RASESVDNFGINFLN 30 AASNQGS 22 QOSKELPWT 23
L1.1;
h3G7 H1
h3G7 H2 RASESVDNFGINFMN 21 AASNQGS 22 QQOSKELPWT 23
h3G7 AM RASESVDPRGINFLN 36 AASNQAK 37 QOALELPWT 38
h3G7 R5; RASESVEPRGINFLN 42 AASQASK 43 QQALELPWT 38
h3G7 LF
RASESVX1X2X3GINFX 31 AASXIXZX3X4, en 61 QQX1X2ELPWT, 62
4N, en donde X; donde X; es No en donde X; es
es D, 0 o E, X, Q, X, es Q, P S o Ay X, es
es No P, X3 es F o A, X3es G, K o L
oR, X4 es Mo L A oS, X,es S
o K

Una alineacidén de CDR de cadena pesada a partir de
una cantidad selectiva de anticuerpos anti-GITR se
proporciona en la Tabla 4. Los residuos variables se muestran
en negritas. Las secuencias CDR de cadena pesada de consenso

se proporcionan en la Ultima hilera de la Tabla 4.

Tabla 4. Alineacién de las CDR de cadena pesada anti-GITR

mAb CDR1 VH SEQ CDR2 VH SEQ CDR3 VH SEQ
ID ID ID
NO: NO: NO:
m3G7; GYSFTDY 24 | NPYNGG 27 IGGYYDSMDY 29
h3G7v (Chothia) (Chothia)
L1.1; DYTMN (Kabat) LINPYNGGIRYNQ o8
GYSFTDYTMN o5 | KFKG (Kabat)
(extendida)
26
h3G7 H1 GFTFSDY 32 | NPYNGG 27 IGGYYDSMDY 29
(Chothia) (Chothia)
DYTMN (Kabat) 55 | LINPYNGGIRYNQ o8
GFTFSDYTMN KFKG (Kabat)
(extendida) 33
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h3G7 GYTFTDY 34 NPYNGG 27 IGGYYDSMDY 29
H2 (Chothia) (Chothia)
DYTMN (Kabat) 55 | LINPYNGGIRYNQ 28
GYTFTDYTMN KFKG (Kabat)
(extendida) 35
h3G7 aM | GYTFTGA 39 | NPYNGG 27 | IGGYYDSMDY 29
(Chothia) (Chothia)
GATMN  (Kabat) 40 | LINPYNGGIRYNQ | g
(extendida)
41
H3G7 R5 | GYTFTGA 39 | NPYTGG 44 | IGGYYDSMDY 29
(Chothia) (Chothia) 45
GATMN (Kabat) LINPYTGGIRYNQ
GYTFTGATMN 40 KFKG
(extendida) (Kabat)
41
h3G7LF | GYTFTGA 39 | NPYTGG 44 | IGGYYDTMDY 46
(Chothia) (Chothia) 45
GATMN (Kabat) LINPYTGGIRYNQ
GYTFTGATMN (exten 40 KFKG
dida) (Kabat)
41
h3G7N9 GYTFIGY 39 | NPYTGG 44 | IGGYYDTMDY 46
(Chothia) (Chothia) 45
GATVS (Kabat) LINPYTGGIRYNQ
GYTFTGATMN (exten 40 KFKG
dida) (Kabat)
41
GX1X,FX3X X5, en 63 NPYX;GG, en 66 IGGYYDX;MDY, 68
donde X; es Y o donde X; es N en donde X; es
F, X, es S o T, o T (Chothia) S oT
Xs es T o S, X, LINPYX,GGIRYNQ | 67
es D o G, X5 es KFKG, en
Y o A (Chothia); donde X; es No
X1 X,T X3X,, en T (Kabat)
donde X; es D o
G, X, es Y o A,
X3 es Vo M, X, 64
es S o N (Kabat)
GX X, FX3X X5 TX X7,
en donde X; es Y
o F, X, es S o
65

T, X3 es T o S,

Xy es D o G, Xg

es Y o A, Xg es

VoM X;es S o
N (extendida)
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En algunas modalidades, el anticuerpo comprende las
tres CDR de cadena ligera de la Tabla 3 y las tres CDR de
cadena pesada de la Tabla 4.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
CDR1 VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24, 25, 26, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 41, 115, 116, 117,
63, 64 o 65, una CDR2 VH que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27, 28, 44, 45, 66 o 67 y una CDR3
VH que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 29, 46 o 68; vy/o una CDR1 VL que comprende la
secuencia de aminoadcidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 30, 36,
42, 113 o 31, wuna CDR2 VL que comprende la secuencia de
aminoadcidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 37, 43, 114 o 61 y una
CDR3 VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
SEQ ID NO: 23, 38 o 62.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
CDR1 VH que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ 1ID
NO: 50, 51, 52, 56 o 57, una CDR2 VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, 54, 58 o 59 y una
CDR3 VH que comprende la secuencia de aminocacidos mostrada en
SEQ ID NO: 55, 60 o 124; y/o una CDR1 VL que comprende la

secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 47, una CDR2



10

15

20

80

VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 48 vy una CDR3 VL que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 49.

En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
CDR1 VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ 1ID
NO: 32, 76, 77, 84, 85 u 86, una CDR2 VH qgque comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 o 79 y una CDR3 VH
que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID
NO: 80 u 87; y/o una CDR1 VL que comprende la secuencia de
aminoadcidos mostrada en SEQ ID NO: 73 u 81, una CDR2 VL que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:
74 u 82 vy una CDR3 VL gque comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 75 u 83.

La invencidén también proporciona métodos para
generar, seleccionar y elaborar anticuerpos anti-GITR. Los
anticuerpos de esta invencidén pueden hacerse mediante
procedimientos conocidos en la técnica. En algunas
modalidades, los anticuerpos pueden hacerse de modo
recombinante % expresarse utilizando cualquier método
conocido en la técnica.

En algunas modalidades, 1los anticuerpos pueden

prepararse \% seleccionarse mediante la tecnologia de
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despliegue de fagos. Ver, por ejemplo, las Patentes de 1los
EE. UU. Nos. 5,565,332; 5,580,717; 5,733,743; y 6,265,150; vy
Winter et al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455, 1994.
Alternativamente, la tecnologia de despliegue de fagos
(McCafferty et al., Nature 348:552-553, 1990) puede
utilizarse para producir anticuerpos humanos y fragmentos de
anticuerpo in vitro, a partir de los repertorios génicos de
dominio wvariable (V) de inmunoglobulina de donadores no
inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los genes de
dominio V de anticuerpo se clonan en el marco en cualquiera
de una proteina de recubrimiento mayor o menor de un
bacteridéfago filamentoso, tal como M13 o fd y se despliega
como fragmentos de anticuerpo funcionales en la superficie de
la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa
contiene una copia de ADN de una sola cadena del genoma del
fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales
del anticuerpo también resultan en la seleccidén del gen gue
codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. De este
modo, el fago imita algunas de las propiedades de las células
B. El1 despliegue del fago puede realizarse en una variedad de
formatos; para su revisidén véase, por ejemplo, Johnson, Kevin

S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural
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Biology 3:564-571, 1993. Diversas fuentes de segmentos de
genes V pueden utilizarse para el despliegue de fagos.
Clackson et al., Nature 352:624-0628, 1991, aislaron una
disposicidén diversa de anticuerpos anti-oxazolon a partir de
una pequefia biblioteca combinatorial al azar de genes V
derivados de los bazos de ratones inmunizados. Puede
construirse un repertorio de genes V a partir de donadores y
anticuerpos humanos en una disposicidén diversa de antigenos
(incluyendo auto-antigenos) gque puede aislarse esencialmente
siguiendo las técnicas descritas por Mark et al., J. Mol.
Biol. 222:581-597, 1991 o Griffith et al., EMBO J. 12:725-
734, 1993. En una respuesta inmune natural, 1los genes de
anticuerpos acumulan mutaciones en una alta tasa
(hipermutacidén somatica). Algunos de los cambios introducidos
conferirdn una mayor afinidad y las células B que muestren
una inmunoglobulina de superficie de alta afinidad se
replicardn de preferencia 'y diferenciardn durante la
exposicién al antigeno posterior. Este proceso natural puede
imitarse al emplear la técnica conocida como “recombinacidn
de cadenas”. (Marks et al., Bio/Technol. 10:779-783, 1992).
En este método, la afinidad de 1los anticuerpos humanos

“primarios” obtenidos mediante el despliegue de fagos puede
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mejorarse al reemplazar de modo secuencial los genes de la
regién V de cadena pesada vy ligera con repertorios de
variantes de origen natural (repertorios) de los genes de
dominio V obtenidos a partir de donadores no inmunizados.
Esta técnica ©permite la produccidédn de anticuerpos vy
fragmentos de anticuerpo con afinidades en el margen pM-nM.
Se ha descrito una estrategia para hacer repertorios de
anticuerpos de fagos muy largos (también conocidos como “la
madre de todas las bibliotecas”) por Waterhouse et al., Nucl.
Acids Res. 21:2265-2266, 1993. La recombinacién génica
también puede utilizarse para derivar anticuerpos humanos a
partir de anticuerpos de roedor, donde el anticuerpo humano
tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo de
roedor de partida. De acuerdo con este método, el cual
también se denomina como la “impresidén del epitopo”, el gen
de dominio V de cadena pesada o ligera de los anticuerpos de
roedor obtenidos mediante la técnica de despliegue de fagos
se reemplaza con un repertorio de genes de dominio V humano,
creando quimeras de roedor-humano. La seleccién del antigeno
resulta en el aislamiento de las regiones variables humanas
capaces de restaurar un sitio de unidén al antigeno funcional,

es decir, el epitopo gobierna (imprime) la eleccidén del
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progenitor. Cuando el proceso se repite para reemplazar el
dominio V de roedor restante, se obtiene un anticuerpo humano
(ver publicacién PCT No. WO 93/06213). A diferencia de 1la
humanizacién tradicional de los anticuerpos de roedor
mediante injerto de CDR, esta técnica proporciona anticuerpos
completamente humanos que no tienen marco o residuos de CDR
de origen de roedor.

En algunas modalidades, 1los anticuerpos pueden
elaborarse utilizando la tecnologia del hibridoma. Se
contempla que cualquier sujeto mamifero incluyendo humanos o
células que producen anticuerpos de los mismos pueda
manipularse para servir como la base de produccidén de lineas
celulares de hibridoma de mamifero, incluyendo de humano. La
ruta y esquema de inmunizacién del animal huésped en general
se mantiene con técnicas convencionales y establecidas para
la simulacién y produccidén del anticuerpo, como se describe
ademds en la presente. Normalmente, el animal huésped se
inocula via intraperitoneal, intramuscular, oral, subcuténea,
intraplantar y/o intradérmica con una cantidad de inmundgeno,
incluida como se describe en la presente.

Los hibridomas pueden prepararse a partir de 1los

linfocitos y células de mieloma inmortalizadas utilizando la
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técnica general de hibridacién de células somaticas de
Kohler, B. y Milstein, C., 1975, Nature 256:495-497 o como se
modifica por Buck, D. W., et al., In Vitro, 18:377-381, 1982.
Las lineas de mieloma disponibles, que incluyen pero no se
limitan a X63-Ag8.653 y pueden utilizarse en la hibridacidn
aquellas del Centro de Distribucién Celular del 1Instituto
Salk de San Diego, California, EE. UU. En general, la técnica
implica células de mieloma de fusidén y células linfoides que
utilizan un fosgeno tal como polietilenglicol o por medios
eléctricos bien conocidos por aquel con experiencia en la
técnica. Después de la fusidén, las células se separan del
medio de fusidén y crecen en un medio de crecimiento
selectivo, tal como hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT)
para eliminar las células progenitoras no hibridadas.
Cualquiera de los medios descritos en la ©presente vy
suplementados con o sin suero pueden utilizarse para cultivar
hibridomas que secreten anticuerpos monoclonales. Como otra
alternativa de la técnica de fusidén celular, pueden
utilizarse las células B inmortalizadas por EBV para producir
los Anticuerpos monoclonales de GITR de la invencidn objeto.
Si se desea, los hibridomas u otras células B inmortalizadas

se expanden y subclonan y los sobrenadantes se evaluan para
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actividad anti-inmunogénica mediante procedimientos de
inmunoensayo convencionales (por ejemplo, radioinmunoensayo,
inmunoensayo enzimdtico o inmunoensayo por fluorescencia).

Los hibridomas que pueden utilizarse como Fuente de
anticuerpos abarcan todos los derivados, células progenitoras
de los hibridomas progenitores que producen anticuerpos
monoclonales especificos para GITR o wuna porcidén de 1los
mismos.

Hibridomas que producen tales anticuerpos pueden
desarrollarse 1in vitro o 1in vivo utilizando procedimientos
conocidos. Si se desea, los anticuerpos monoclonales pueden
aislarse a partir del medio de cultivo o fluidos corporales
mediante procedimientos convencionales de purificacién de
inmunoglobulina tales como precipitacién de sulfato de
amonio, electroforesis en gel, diadlisis, cromatografia vy
ultrafiltracién. Si la actividad no deseada estd presente,
puede eliminarse, por ejemplo, al correr la preparacidédn sobre
los adsorbentes elaborados del inmundédgeno unido a una fase
s6lida y eluir o liberar los anticuerpos deseados fuera del
inmunégeno. La inmunizacién de un animal huésped con un
polipéptido de GITR o un fragmento que contenga la secuencia

de aminocacidos objetivo conjugada a una proteina, es decir,
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inmunogénica en las especies que se van a inmunizar, por
ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albuimina de suero,
inhibidor de tiroglobulina de bovino o tripsina de soya
utilizando un agente Dbifuncional o derivado, por ejemplo,
éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacidn a
través de los residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a
través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido
succinico, S0OCl, o R!N=C=NR, donde R y R' son grupos alquilo
diferentes, puede producir una poblacidén de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos monoclonales).

Si se desea, el anticuerpo anti-GITR (monoclonal o
policlonal) de interés puede secuenciarse y entonces la
secuencia de polinucledétidos puede clonarse en un vector para
su expresién o propagacidén. La secuencia que codifica el
anticuerpo de interés puede mantenerse en vector en una
célula huésped y la célula huésped entonces puede expandirse
y congelarse para su uso futuro. La produccidén de anticuerpos
monoclonales recombinantes en el cultivo celular puede
llevarse a cabo a través de 1la clonacidén de genes de
anticuerpos a partir de células B por medios conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo, Tiller et al., 2008, J. Immunol.

Methods 329, 112; patente de los EE. UU. No. 7,314,622.
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En algunas modalidades, la secuencia de
polinucledétidos puede utilizarse para la manipulacién
genética de “humanizar” el anticuerpo o mejorar la afinidad u
otras caracteristicas del anticuerpo. Los anticuerpos también
pueden personalizarse para su uso, por ejemplo, en perros,
gatos, primates, equinos y bovinos.

En algunas modalidades, los anticuerpos totalmente
humanos pueden obtenerse al utilizar ratones comercialmente
disponibles que se han disefiado para expresar proteinas de
inmunoglobulina especificas. Los animales transgénicos se
disefian para producir una respuesta inmune mas deseable (por
ejemplo, anticuerpos totalmente humanos) o mas robusta que
también puede utilizarse para la generacidén de anticuerpos
humanizados o humanos. Ejemplos de tal tecnologia son
Xenomouse™ de Abgenix, Inc. (Fremont, CA) y HuMAb-Mouse® y TC
Mouse™ de Medarex, Inc. (Princeton, NJ).

Los anticuerpos pueden elaborarse de modo
recombinante al aislar en primer lugar los anticuerpos y las
células productoras de anticuerpos a partir de los animales
huésped, al obtener 1la secuencia génica vy utilizar la
secuencia génica para expresar el anticuerpo de modo

recombinante en las células huésped (por ejemplo, células de
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CHO) . Otro método que puede emplearse es para expresar la
secuencia de anticuerpos en plantas (por ejemplo, tabaco) o
leche transgénica. Se han descrito los métodos para expresar
anticuerpos de modo recombinante en plantas o leche. Ver, por
ejemplo, Peeters, et al. Vaccine 19:2756, 2001; Lonberg, N. y
D. Huszar Int. Rev. Immunol 13:65, 1995; y Pollock, et al., J
Immunol Methods 231:147, 1999. Se conocen en la técnica los
métodos para elaborar derivados de anticuerpos, por ejemplo,
de dominio, de cadena simple, etc.

También pueden emplearse técnicas de inmunoensayos
de clasificacién por citometria de flujo tales como la
clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS) para
aislar los anticuerpos que son especificos para GITR.

E1l ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se
aisla facilmente vy se secuencia utilizando procedimientos
convencionales (por ejemplo, al utilizar sondas de
oligonucledétidos que son capaces de llevar especificamente a
genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los
anticuerpos monoclonales). Las células de hibridoma sirven
como una fuente preferida de tal ADN. Una vez aislado, el ADN
puede colocarse en los vectores de expresidén (tales como los

vectores de expresidén descritos en la Publicacidén PCT No. WO
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87/04462), los cuales se transfectan después en las células
huésped tales como células de E. coli, células COS de simio,
células de ovario de hémster chino (CHO) o células de mieloma
que de otro modo no producen la proteina de inmunoglobulina
para obtener la sintesis de los anticuerpos monoclonales en
las células huésped recombinantes. Ver, por ejemplo,
Publicacién PCT No. WO 87/04462. E1 ADN también puede
modificarse, por ejemplo, al sustituir la secuencia de
codificacién de los dominios constantes de cadenas ligera y
pesada humanas en lugar de las secuencias de murino
homélogas, Morrison et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81:6851,
1984 o mediante la unidén covalente de la secuencia que
codifica inmunoglobulina en toda o parte de la secuencia de
codificacidén para un polipéptido sin inmunoglobulina. De esa
manera, los anticuerpos “quiméricos” o “hibridos” se preparan
para que tengan la especificidad de unién de un anticuerpo
monoclonal de GITR de la presente.

Los fragmentos de anticuerpo pueden producirse
mediante una degradacidén proteolitica o diferente de 1los
anticuerpos mediante métodos recombinantes (es decir,
polipéptidos simples o de fusidn) como se describe

anteriormente o mediante sintesis quimica. Los polipéptidos
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de los anticuerpos, especialmente polipéptidos més cortos
hasta de aproximadamente 50 aminodcidos se elaboran de modo
conveniente mediante sintesis qguimica. Los métodos de
sintesis quimica se conocen en la técnica 'y estéan
comercialmente disponibles. Por ejemplo, un anticuerpo podria
producirse mediante un sintetizador polipeptidico
automatizado que emplea el método de fase sbdélida. Ver también
las Patentes de los EE. UU. Nos. 5,807,715; 4,816,567, vy
6,331,415.

En algunas modalidades, un polinucledétido comprende
una secuencia que codifica las regiones variables de cadena
pesada y/o de cadena ligera de los anticuerpos m3G7,
h3G7VL1.1, h3G7H1, h3G7H2, h3G7AM, h3G7R5, h3G7LF, h3G7N9,
ml10H2, h10H2HU, hl10H2AM, h10H2N13, h10H2N14, r18H12 y r21B6.
La secuencia que codifica el anticuerpo de interés puede
mantenerse en un vector de una célula huésped y la célula
huésped entonces puede expandirse y congelarse para su uso
futuro. Los vectores (incluyendo los vectores de expresiédn) y
las células huésped se describen aln mads en la presente.

La invencidén incluye modalidades de afinidad
madurada. Por ejemplo, los anticuerpos de afinidad madurada

pueden producirse mediante procedimientos conocidos en la
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técnica (Marks et al., 1992, Bio/Technology, 10:779-783;
Barbas et al., 1994, Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813;
Schier et al., 1995, Gene, 169:147-155; Yelton et al., 1995,
J. Immunol., 155:1994-2004; Jackson et al., 1995, J.
Immunol., 154(7):3310-9; Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol.,
226:889-896; y publicacidén PCT No. WO2004/058184).

Los siguientes métodos pueden utilizarse para
ajustar la afinidad de un anticuerpo y para caracterizar una
CDR. Una manera de caracterizar una CDR de un anticuerpo y/o
alterar (tal como mejorar) la afinidad de unidén de un
polipéptido, tal como un anticuerpo llamado “biblioteca de
mutagénesis por barrido”. En general, la biblioteca de
mutagénesis por barrido trabaja como sigue. Una o mas
posiciones de aminoadcidos en la CDR se reemplazan con dos o
mas (tales como 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 o 20) aminodcidos que utilizan métodos
reconocidos en la técnica. Esto genera pequefias bibliotecas
de clones (en algunas modalidades, uno para cada posicidédn de
aminoacido, es decir, analizado), cada uno con una
complejidad de dos o més miembros (si se sustituyen dos o mas
aminodcidos en <cada posicidén). En general, la biblioteca

también incluye un clon que comprende el aminodcido nativo
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(no sustituido). Un pequefioc numero de clones, por ejemplo,
aproximadamente 20-80 clones (dependiendo de la complejidad
de la biblioteca), de cada biblioteca se seleccionan para
afinidad de unidén en el polipéptido objetivo (u otro objetivo
de unidn) y se identifican los candidatos con unidn
incrementada, igual, reducida o sin unién. Los métodos para
determinar la afinidad de unidén se conocen bien en la
técnica. La afinidad de unidén puede determinarse utilizando,
por ejemplo, el andlisis de resonancia de plasmbébn de
superficie Biacore™, el cual detecta diferencias en la
afinidad de unidén de aproximadamente 2 veces o mayor, en los
ensayos de proximidad de centelleo Biosensor Kinexa, ELISA,
inmunoensayo ORIGEN®, extincioén por fluorescencia,
transferencia por fluorescencia y/o despliegue de levaduras.
La afinidad de unidén también puede seleccionarse utilizando
un bioensayo adecuado. Biacore™ es particularmente atil
cuando el anticuerpo de partida ya se une con una afinidad
relativamente alta, por ejemplo, una Kp de aproximadamente 10
nM o menor.

En algunas modalidades, se reemplaza cada posicidn
de aminodcido en una CDR (en algunas modalidades, una a la

vez) con los 20 aminoadcidos naturales utilizando métodos de
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mutagénesis reconocidos en la técnica (algunos de los cuales
se describen en la presente) . Esto genera pequeflas
bibliotecas de clones (en algunas modalidades, una para cada
posicidén de aminoacido, es decir, analizada), cada uno con
una complejidad de 20 miembros (si los 20 aminodcidos se
sustituyen en cada posicién).

En algunas modalidades, la biblioteca que se va a
seleccionar comprende sustituciones en dos o mas posiciones,
las cuales pueden estar en la misma CDR o en dos o més CDR.
De este modo, la biblioteca puede comprender sustituciones en
dos o mas posiciones de una CDR. La biblioteca puede
comprender una sustitucidén en dos o mas posiciones de dos o
més CDR. La biblioteca puede comprender la sustitucidén de 3,
4, 5 o méds posiciones, las posiciones se encuentran en dos,
tres, cuatro, cinco o seis CDR. La sustitucidén puede
prepararse utilizando codones de baja redundancia. Ver, por
ejemplo, la Tabla 2 de Balint et al., 1993, Gene 137(1):109-
18.

La CDR puede ser una regidn variable CDR3 de cadena
pesada (VH) vy/o regidén variable CDR3 de cadena ligera (VL).
Las CDR pueden ser una o mas de CDR1 VH, CDR2 VH, CDR3 VH,

CDR1 VL, CDR2 VL, y/o CDR3 VL. Las CDR pueden ser una CDR de
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Kabat, una CDR de Chothia, una CDR extendida, una CDR de ADbM,
una CDR de contacto o una CDR conformacional.

Los candidatos con unién mejorada pueden
secuenciarse al identificar de este modo wuna sustitucidn
mutante de CDR que resulta en una afinidad mejorada (también
llamada una sustitucidén “mejorada”). Los candidatos que se
unen también pueden secuenciarse al identificar de este modo
una sustitucidén de CDR que mantenga la unidn.

Pueden llevarse a cabo multiples rondas de
seleccidén. Por ejemplo, candidatos (cada uno comprende una
sustitucidén de aminocdcido en una o mas posiciones de una o
mas CDR) con unidén mejorada que también son Utiles para el
disefio de una segunda biblioteca que contiene al menos el
aminodcido original vy sustituido en cada posicién de CDR
mejorada (es decir, la posicidédn del aminodcido en la CDR en
la cual una sustitucidén mutante muestra una unidén mejorada) .
La preparacidén y deteccidén o seleccidn de esta biblioteca se
discute aln mas a continuaciédn.

La biblioteca de mutagénesis por Dbarrido también
proporciona un medio para caracterizar una CDR, a medida que
la frecuencia de clones con unién mejorada, la misma unidn,

unién reducida o sin unién también proporciona informacién
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relacionada con la importancia de cada posicidén de aminoadcido
para la estabilidad del complejo anticuerpo-antigeno. Por
ejemplo, si una posicién de la CDR mantiene la unidédn cuando
cambian los 20 aminoadcidos, esa posicidén se identifica como
una posicidén, es decir, 1improbable que se requiera para la
unién al antigeno. De modo inverso, si una posicién de CDR
solo mantiene la unidén en un pequefio porcentaje de
sustituciones, esa posicidédn se identifica como una posicidn,
es decir, importante para la funcidén de CDR. De este modo, la
biblioteca de los métodos de mutagénesis por barrido genera
informacidén con respecto a las posiciones en las CDR que
pueden cambiarse a muchos aminodcidos diferentes (incluyendo
los 20 aminoécidos) vy posiciones en las CDR gque no pueden
cambiarse o que sb6lo pueden cambiarse a pocos aminodcidos.
Los candidatos con afinidad mejorada pueden
combinarse en una segunda biblioteca que incluye 1los
aminodcidos mejorado, el aminodcido original en esa posicidn
y ademds puede incluir sustituciones adicionales en esa
posicidén dependiendo de la complejidad de la biblioteca, es
decir, deseada o permitida utilizando el método de deteccidn
o seleccidén deseada. Ademads, si se desea, la posicidédn del

aminoacido adyacente puede aleatorizarse al menos a dos O mas
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aminoacidos. La aleatorizacidén de los aminoacidos adyacentes
puede permitir una flexibilidad conformacional adicional en
la CDR mutante, que a su vez permite o facilita 1la
introduccidén de una cantidad grande de mutaciones mejoradas.
La biblioteca también puede comprender una sustitucidén en las
posiciones que no muestran una afinidad mejorada en la
primera ronda de seleccidn.

La segunda biblioteca se detecta o selecciona para
miembros de biblioteca con afinidad de unién mejorada vy/o
alterada utilizando cualquier método conocido en la técnica,
incluyendo 1la seleccidén al wutilizar el anadlisis biosensor
Kinexa™ y la seleccidén utilizando cualgquier método conocido
en la técnica para su selecciédén, incluyendo el despliegue de
fagos, despliegue de levaduras y despliegue de ribosomas.

Para expresar los anticuerpos anti-GITR de 1la
presente invencidén, los fragmentos de ADN que codifican las
regiones de VH y VL pueden obtenerse en primer lugar al
utilizar cualquiera de los métodos descritos anteriormente.
También pueden introducirse diversas modificaciones, por
ejemplo, mutaciones, supresiones vy/o adiciones en las
secuencias de ADN utilizando métodos estadndar conocidos por

aquellos con experiencia en la técnica. Por ejemplo, la
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mutagénesis puede llevarse a cabo utilizando métodos estandar
tales como mutagénesis mediada por PCR, en la cual los
nucledtidos mutados se incorporan en los cebadores de PCR de
modo que el producto de PCR contenga las mutaciones deseadas
0 mutagénesis dirigida al sitio.

La invencidén abarca modificaciones de las regiones
variables mostradas en la Tabla 1 y las CDR mostradas en las
Tablas 2, 3 o 4. Por ejemplo, la invencidédn incluye
anticuerpos que comprenden regiones variables funcionalmente
equivalentes y las CDR que no afecten significativamente sus
propiedades, asi como variantes que tienen una actividad y/o
afinidad intensificada o reducida. Por ejemplo, la secuencia
de aminodcidos puede hacerse mutar para obtener un anticuerpo
con la afinidad de unién deseada a GITR. La modificacién de
polipéptidos es practica de rutina en la técnica vy no
necesita describirse en detalle en la presente. Ejemplos de
polipéptidos modificados incluyen polipéptidos con
sustituciones conservadoras de residuos de aminodcidos, una o
mas supresiones o adiciones de aminodcidos que no cambian de
modo significativamente perjudicial la actividad funcional o
que madura (intensifica) la afinidad del polipéptido por su

ligando o uso de andlogos quimicos.
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Las 1inserciones en la secuencia de aminoacidos
incluyen fusiones amino- y/o carboxilo terminales que oscilan
en longitud de un residuo a polipéptidos que contienen cien o
mas residuos, asi como inserciones intrasecuencia de residuos
de aminodcidos simples o multiples. Ejemplos de inserciones
terminales incluyen un anticuerpo con un residuo metionilo N-
terminal o el anticuerpo fusionado a un epitopo marcador.
Otras variantes de 1insercidén de 1la molécula de anticuerpo
incluyen la fusién al N- o C-término del anticuerpo de una
enzima o un polipéptido que incrementa la vida media del
anticuerpo en la circulacidén sanguinea.

Las variantes de sustitucidén tienen al menos un
residuo de aminocdcidos en la molécula de anticuerpo eliminada
y un residuo diferente insertado en su lugar. Los sitios de
mayor interés para la mutagénesis de sustitucidén incluyen las
regiones hipervariables, pero también se contemplan las
alteraciones del marco. Las sustituciones conservadoras se
muestran en la Tabla 5 bajo el encabezado de “sustituciones

7

conservadoras.” Si tales sustituciones resultan en un cambio
de actividad bioldgica, entonces pueden introducirse cambios

mas sustanciales denominados “sustituciones ejemplares” en la

Tabla 5 o como se describe ademds a continuacidén con
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referencia a las clases de aminoacidos, pueden introducirse y

los productos seleccionarse.

Tabla 5: Sustituciones de aminoacidos

S) Sustituciones Sustituciones
Residuo original conservadoras ejemplares
Ala (A) Val Val; Leu; Ile
Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn
Asn (N) Gln Gln; His;résp, Lys;
Asp (D) Glu Glu; Asn
Cys (C) Ser Ser; Ala
10 Gln (Q) Asn Asn; Glu
Glu (E) Asp Asp; Gln
Gly (G) Ala Ala
His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg
Ile (I) Leu Le;hevaéorbf§501iia
Leu (L) Ile Norliziiniiafliﬁeval,
Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn
15 Met (M) Leu Leu; Phe; Ile
L ; Val; Ile; Ala;
Phe (F) Tyr eus va e € @
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tyr; Phe
Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser
20 val (v Rla; Nosieusina |

Las modificaciones sustanciales en las propiedades
bioldbgicas del anticuerpo se logran al seleccionar

sustituciones que difieran significativamente en su efecto de
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mantener (a) la estructura de 1la cadena principal del
polipéptido en el area de la sustitucidén, por ejemplo, como
una conformacién de hoja P o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo o (c) el
volumen de la cadena lateral. Los residuos de origen natural
se dividen en grupos con base en las propiedades comunes de
la cadena lateral:

(1) No polar: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) Polar sin carga: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) Acida (cargada de forma negativa): Asp, Glu;

(4) Basica (cargada de forma positiva): Lys, Arg;

(5) Residuos que influyen en la orientacidén de 1la
cadena: Gly, Pro; vy

(6) Aromatica: Trp, Tyr, Phe, His.

Las sustituciones no conservadoras se hacen al
intercambiar un miembro de una de estas clases por otra
clase.

Un tipo de sustitucién que puede hacerse, por
ejemplo, es cambiar una o més cisteinas del anticuerpo, las
cuales pueden ser guimicamente reactivas en otro residuo, tal
como sin limitacidén, alanina o serina. Por ejemplo, puede

haber una sustitucidén de cisteina no candnica. La sustitucidn
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puede hacerse en una CDR o regidén de marco de un dominio
variable o en 1la regidén constante de un anticuerpo. En
algunas modalidades, la cisteina es candnica. También puede
sustituirse cualquier residuo de cisteina que no esté
implicada en mantener la conformacidn apropiada del
anticuerpo, en general con serina, para mejorar la
estabilidad oxidativa de la molécula y evitar la reticulacidn
aberrante. De modo inverso, las uniones de cisteina pueden
agregarse al anticuerpo para mejorar su estabilidad, en
particular cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
tal como un fragmento Fv.

Los anticuerpos también pueden modificarse, por
ejemplo, en los dominios variables de las cadenas pesada y/o
ligera, por ejemplo, al alterar una propiedad de unién del
anticuerpo. Los cambios en la regidén variable pueden alterar
la afinidad y/o especificidad de unién. En algunas
modalidades, no se hacen més de una a cinco sustituciones de
aminoacidos conservadoras dentro de un dominio de CDR. En
otras modalidades, no se hacen mas de una a tres
sustituciones de aminoadcidos conservadoras dentro de un
dominio de CDR. Por ejemplo, puede hacerse una mutacidén en

una o mas de las regiones de CDR para incrementar o reducir
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Kp del anticuerpo para GITR, incrementar o reducir kees O
alterar la especificidad de unidén del anticuerpo. Las
técnicas de mutagénesis dirigidas al sitio son bien conocidas
en el arte. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. Y Ausubel et
al., supra.

También puede hacerse una modificacién o mutacidn
en una regidén de marco o regidn constante para incrementar la
vida media de un anticuerpo anti-GITR. Ver, por ejemplo,
Publicacién de PCT No. WO 00/09560. También puede hacerse una
mutacién en una regidén de marco o regidn constante para
alterar la inmunogenicidad del anticuerpo, proveer un sitio
de unidén covalente o no covalente a otra molécula o alterar
tales propiedades como fijacidén del complemento, unidén FcR vy
citotoxicidad mediada por células dependientes del
anticuerpo. En algunas modalidades, no se hacen mads de una a
cinco sustituciones de aminodcidos conservadoras dentro de la
regién de marco o regidédn constante. En otras modalidades, no
se hacen mas de una a tres sustituciones de aminoéacidos
conservadoras dentro de la regién de marco o regidn
constante. De acuerdo con la invencidén, un solo anticuerpo

puede tener mutaciones en cualquiera de una o méds de las CDR
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0 regiones de marco del dominio wvariable o en la regidn
constante.

Las modificaciones también incluyen polipéptidos
glicosilados y no glicosilados, asi como polipéptidos con
otras modificaciones post-traductoriales, tales como, por
ejemplo, glicosilacién, acetilacién vy fosforilaciédn con
diferentes azucares. Los anticuerpos se glicosilan en las
posiciones conservadas de sus regiones constantes (Jefferis y
Lund, 1997, Chem. Immunol. 65:111-128; Wright y Morrison,
1997, TibTECH 15:26-32) . Las cadenas laterales de
oligosacaridos de las inmunoglobulinas afectan la funcidn de
las proteinas (Boyd et al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-1318;
Wittwe % Howard, 1990, Biochem. 29:4175-4180) y la
interaccioén intramolecular entre porciones de la
glicoproteina, que puede afectar la conformacidén y superficie
tridimensional presentada de 1la glicoproteina (Jefferis vy
Lund, supra; Wyss y Wagner, 1996, Current Opin. Biotech.
7:409-416). Los oligosacaridos también pueden servir para
dirigir una glicoproteina dada a ciertas moléculas basadas en
las estructuras de reconocimiento especificas. También se ha
reportado que la glicosilacidén de anticuerpos afecta la

citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). En
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particular, los anticuerpos producidos por células de CHO con
la expresién de pB(1l,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa III
(GnTIII) regulada de tetraciclina de una glicosiltransferasa
que cataliza la formacidén de GlcNAc de diseccidbn, se reportd
que tuvieron una actividad ADCC mejorada (Umana et al., 1999,
Nature Biotech. 17:176-180).

La glicosilacidén de anticuerpos es normalmente vya
sea N-enlazada u O-enlazada. N-enlazada se refiere a la unidn
dela porcién carbohidrato a la cadena lateral de un residuo
de asparagina. Las secuencias tripeptidicas de asparagina-X-
serina, asparagina-X-treonina y asparagina-X-cisteina, donde
X es un aminodcido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento de la unién enzimdtica de la porcidn
carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. De este modo,
la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas
en un polipéptido crea un sitio de glicosilacidédn potencial.
La glicosilacién O-enlazada se refiere a la unidén de uno de
los azucares de N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a
un hidroxi aminoadcido, ma&s cominmente serina o treonina,
aunque también puede utilizarse 5-hidroxiprolina o 5-

hidroxilisina.
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La adicidén de sitios de glicosilacidén al anticuerpo
se logra de modo conveniente al alterar la secuencia de
aminoadcidos de modo que contenga una o més de las secuencias
tripeptidicas descritas anteriormente (para los sitios de
glicosilacién N-enlazados). La alteracién también puede
hacerse mediante la adicién de o sustitucidédn por uno o méas
residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo
original (para los sitios de glicosilacién O-enlazados) .

El patrédn de glicosilacidén de los anticuerpos
también puede alterarse sin alterar la secuencia de
nucledtidos subyacente. La glicosilacidén depende en gran
medida de las células huésped utilizadas para expresar el
anticuerpo. Puesto que el tipo celular wutilizado para la
expresién de glicoproteinas recombinantes, por ejemplo,
anticuerpos, como un terapéutico potencial raramente es la
célula nativa, pueden esperarse variaciones del patrédn de
glicosilacién de los anticuerpos (ver, por ejemplo, Hse et
al., 1997, J. Biol. Chem. 272:9062-9070) .

Ademas de la eleccidén de células huésped, 1los
factores que afectan la glicosilacidén durante la produccidn
recombinante de los anticuerpos incluyen el modo de

crecimiento, formulacién media, densidad del cultivo,
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oxigenacidn, pH, esquemas de purificacidén y similares. Se han
propuesto diversos métodos para alterar el patrdédn de
glicosilacién logrado en un organismo huésped particular
incluyendo introducir o sobreexpresar ciertas enzimas
implicadas en la produccidédn de oligosacaridos (Patentes de
los EE. UU. Nos. 5,047,335; 5,510,261 vy 5,278,299). La
glicosilacién o ciertos tipos de glicosilacidén, pueden
retirarse enzimadticamente de la glicoproteina, por ejemplo,
utilizando la endoglicosidasa H (Endo H), N-glicosidasa F,
endoglicosidasa F1l, endoglicosidasa F2, endoglicosidasa F3.
Ademas, la célula huésped recombinante puede disefiarse
genéticamente por ser defectuosa al procesar ciertos tipos de
polisacdridos. Estas y técnicas similares se conocen bien en
la técnica.

Otros métodos de modificacidén incluyen utilizar
técnicas de acoplamiento conocidas en el arte, que incluyen,
pero no se limitan a medios enzimdticos, sustitucidn
oxidativa y quelacién. Pueden utilizarse modificaciones, por
ejemplo, para la unidén de marcadores de inmunoensayo. Los
polipéptidos modificados se hacen utilizando procedimientos

establecidos en la técnica y pueden seleccionarse utilizando
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ensayos estandar conocidos en la técnica, algunos de 1los
cuales se describen a continuacién y en los Ejemplos.

En algunas modalidades, 1la Fc puede ser 1IgG;
humana. En algunas modalidades, la regidén constante tiene la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 129.

En algunas modalidades, la Fc puede ser IgG, humana
o IgGs; humana. En algunas modalidades, el anticuerpo
comprende una regidén constante de IgGs; que comprende las
siguientes mutaciones (Armour et al., 2003, Molecular
Immunology 40 585-593): de E233F234L235 a P233V234A235
(IgGgac), en las cuales la numeracidén es con referencia a la
IgGs de tipo silvestre. Incluso en otra modalidad, la Fc es
IgG, humana de E233F234L235 a P233V234A235 con supresibédn de
G236 (IgGsap) . En algunas modalidades, la Fc es cualquier Fc
de IgGs (IgGs, IgGuyp 0O IgGye) gque contenga una mutacidn de
S228 a P228 de estabilizacién de la bisagra (Ralberse et al.,
2002, Immunology 105, 9-19). En otras modalidades, 1la Fc
puede ser IgG, humana que contenga la mutacidén de A330P331 a
S330S8331 (IgGzpra), e la cual los residuos de aminodcidos se
numeran con referencia a la secuencia de IgG, de tipo

silvestre. Eur. J. Immunol., 1999, 29:2613-2624.
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En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
regién constante modificada que tiene una afinidad de unién
incrementada o reducida a un receptor gamma Fc humano, es
inmunoldégicamente inerte o parcialmente inerte, por ejemplo,
no desencadena una lisis mediada por complemento, no estimula
la citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpo (ADCC) o no activa la microglia; o tiene
actividades reducidas (comparadas con el anticuerpo no
modificado) en cualgquiera de uno o mads de los siguientes:
desencadenar la lisis mediada por complemento, estimular ADCC
o activar la microglia. Pueden utilizarse diferentes
modificaciones de la regidén constante para lograr un nivel
b6ptimo y/o combinacién de las funciones efectoras. Ver, por
ejemplo, Morgan et al., Immunology 86:319-324, 1995; Lund et
al., J. Immunology 157:4963-9 157:4963-4969, 1996; Idusogie
et al., J. Immunology 164:4178-4184, 2000; Tao et al., J.
Immunology  143: 2595-2601, 1989; y Jefferis et al.,
Immunological Reviews 163:59-76, 1998. En algunas
modalidades, la regidén constante se modifica como se describe
en Eur. J. Immunol., 1999, 29:2613-2624; Publicacidédn de PCT

No. WO99/058572.
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En algunas modalidades, una regidén constante de
anticuerpo puede modificarse para evitar la interaccidén con
el receptor Fc gamma y el complemento y los sistemas inmunes.
Las técnicas para la preparacidén de tales anticuerpos se
describen en WO 99/58572. Por ejemplo, la regidén constante
puede diseflarse para parecerse mas a las regiones constantes
humanas para evitar una respuesta inmune si el anticuerpo se
utiliza en ensayos y tratamientos clinicos en humanos. Ver,
por ejemplo, Patentes de los EE. UU. Nos. 5,997,867 vy
5,866,692.

Incluso en otras modalidades, la regidén constante
estd aglicosilada para la glicosilacidén N-enlazada. En
algunas modalidades, la regidén constante estd aglicosilada
para la glicosilacidén N-enlazada al hacer mutar el residuo de
unién al oligosacarido vy/o residuos flanqueantes que son
parte de la secuencia de reconocimiento de la N-glicosilacidén
en la regidén constante. Por ejemplo, el sitio N297 de la N-
glicosilacién puede hacerse mutar a, por ejemplo, A, Q, K o
H. Ver, Tao et al., J. Immunology 143: 2595-2601, 1989; vy
Jefferis et al., Immunological Reviews 163:59-76, 1998. En
algunas modalidades, la regidén constante estd aglicosilada

para la glicosilacién N-enlazada. La regidn constante puede
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aglicosilarse enzimdticamente para la glicosilacidédn N-
enlazada (tal como al retirar el carbohidrato por la enzima
PNGasa) o mediante la expresidén en una célula huésped
deficiente en glicosilaciédn.

Otras modificaciones de anticuerpo incluyen
anticuerpos que se han modificado como se describe en 1la
Publicacién PCT No. WO 99/58572. Estos anticuerpos
comprenden, ademds de un dominio de unién dirigido a la
molécula objetivo, un dominio efector que tiene una secuencia
de aminodcidos sustancialmente hombéloga en todo o parte de
una regidén constante de una cadena pesada de inmunoglobulina
humana. Estos anticuerpos son capaces de unirse a la molécula
objetivo sin desencadenar una lisis significativa dependiente
del complemento o destruccidén del objetivo mediada por
células. En algunas modalidades, el dominio efector es capaz
de unirse especificamente a FcRn y/o FcyRIIb. Estos se basan
normalmente en dominios quiméricos derivados de dos o méas
dominios CH2 de cadena pesada de inmunoglobulina humana. Los
anticuerpos modificados de esta manera son adecuados en
particular para su uso en la terapia crdénica con anticuerpos
para evitar reacciones inflamatorias y otras adversas a la

terapia de anticuerpos convencional.
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En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una
regién constante modificada que tiene una afinidad de unién
incrementada para FcRn vy/o una vida media en suero
incrementada cuando se compara con el anticuerpo sin
modificar.

En un proceso conocido como “humanizacidén”, ciertos
aminoacidos de las secuencias de VH y VL pueden hacerse mutar
para coincidir con las de origen natural en las secuencias de
la linea germinal de VH y VL. En particular, las secuencias
de aminocdcidos de las regiones de marco en las secuencias de
VH vy VL pueden hacerse mutar para coincidir con las
secuencias de la linea germinal para reducir el riesgo de
inmunogenicidad cuando se administra el anticuerpo. Las
secuencias de ADN de la linea germinal para los genes de VH y
VL humano se conocen en la técnica (ver, por ejemplo, la base
de datos de la secuencia de la linea germinal humana “Vbase”;
ver también Kabat, E. A., et al., 1991, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, quinta edicidén, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242;
Tomlinson et al., 1992, J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox et

al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:827-8306).
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Otro tipo de sustitucidédn de aminoacidos que puede
hacerse es retirar los sitios proteoliticos potenciales en el
anticuerpo. Tales sitios pueden aparecer en una CDR o regidn
de marco de un dominio variable o en la regidén constante de
un anticuerpo. La sustitucidén de residuos de cisteina y el
retiro de sitios proteoliticos pueden reducir el riesgo de
heterogeneidad en el producto de anticuerpo y de este modo
incrementar su homogeneidad. Otro tipo de sustitucidédn de
aminodcidos es para eliminar los pares de asparagina-glicina
que forman los sitios de desamidacién potencial al alterar
uno o ambos residuos. En otro ejemplo, puede escindirse la
lisina C-terminal de la cadena pesada de un anticuerpo anti-
GITR de la invencidén. En diversas modalidades de la
invencién, las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos
anti-GITR pueden 1incluir opcionalmente una secuencia de
seflal.

Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que
codifican los segmentos de VH y VL de la presente invencidn,
estos fragmentos de ADN ademds pueden manipularse mediante
técnicas estandar de ADN recombinante, por ejemplo, convertir
los genes de la regidén variable a los genes de la cadena de

anticuerpos de longitud completa, a los genes del fragmento
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Fab o a un gen scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de
ADN que codifica VL o VH se enlaza de modo operativo a otro
fragmento de ADN que codifica otra proteina, tal como una
regidén constante de anticuerpo o un enlazador flexible. Como
se utiliza en este contexto, el término “enlazado de modo
operativo”, pretende significar que los dos fragmentos de ADN
se unen de modo que las secuencias de aminoacidos codificadas
por los dos fragmentos de ADN permanecen en el marco.

El ADN aislado gque codifica 1la regidén VH puede
convertirse en un gen de cadena pesada de longitud completa
al enlazar de modo operativo el ADN que codifica VH a otra
molécula de ADN que codifica las regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Se conocen en la técnica las
secuencias de los genes humanos de regidén constante de cadena
pesada (ver, por ejemplo, Kabat, E. A., et al., 1991,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta
edicidén, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242) vy fragmentos de ADN qgque abarcan
estas regiones pueden obtenerse mediante la amplificacidén de
PCR estandar. La regidén constante de cadena pesada puede ser
una regidédn constante de IgG:, IgG,, IgGsz, IgGs, IgA, IgE, IgM

o IgD, pero de mayor preferencia es una regidn constante de
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IgG; o IgG,. La secuencia de regidn constante de IgG puede ser
cualquiera de los diversos alelos o alotipos que se sabe
aparecen entre individuos diferentes, tales como Gm(l),
Gm(2), Gm (3) y Gm(l7). Estos alotipos representan 1la
sustitucidén de aminoacidos de origen natural en las regiones
constantes de 1IgGl. Para un gen de cadena pesada del
fragmento Fab, el ADN que codifica VH puede enlazarse de modo
operativo a otra molécula de ADN que sdlo codifica la regidn
constante CH1 de cadena pesada. La regidén constante CH1 de
cadena pesada puede derivarse a partir de cualgquiera de 1los
genes de cadena pesada.

El ADN aislado que codifica 1la regidén VL puede
convertirse en un gen de cadena ligera de longitud completa
(asi como un gen Fab de cadena ligera) al enlazar de modo
operativo el ADN que codifica VL a otra molécula de ADN que
codifica la regidén constante de cadena ligera, CL. Las
secuencias de los genes de regidén constante de cadena ligera
humanos se conocen en la técnica (ver, por ejemplo, Kabat, E.
A., et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, quinta edicidén, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242) vy fragmentos de ADN

que abarcan estas regiones pueden obtenerse mediante la
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amplificacién de PCR estandar. La regidn constante de cadena
ligera puede ser una regidén constante kappa o lambda. La
regién constante kappa puede ser cualquiera de los diversos
alelos conocidos que aparecen entre diferentes individuos,
tales como Inv(l), 1Inv(2) e Inv(3). La regidn constante
lambda puede derivarse de cualquiera de los tres genes
lambda.

Para crear un gen scfkFv, los fragmentos de ADN que
codifican VH y VL se enlazan de modo operativo a otro
fragmento que codifica un enlazador flexible de modo que las
secuencias de VH y VL puedan expresarse como una proteina
contigua de cadena simple, con las regiones VL y VH unidas
por el enlazador flexible (ver, por ejemplo, Bird et al.,
1988, Science 242:423-426; Huston et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., 1990, Nature
348:552-554. Un ejemplo de un enlace peptidico es (GGGGS);
(SEQ ID NO: 130), el cual puentea aproximadamente 3.5 nm
entre el término carboxi de una regidn variable y el término
amino de la otra regidén variable. Se han designado vy
utilizado enlazadores de otras secuencias (Bird et al., 1988,
supra) . Los enlazadores a su vez se modifican para funciones

adicionales, tales como la unidén de fédrmacos o la unidn a
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soportes sd6lidos. El anticuerpo de cadena simple puede ser
monovalente, si solo se utiliza una VH y VL simple bivalente,
si se utilizan dos VH y VL o son polivalentes, si se utilizan
mas de dos VH y VL. Pueden generarse anticuerpos
biespecificos o polivalentes que se unan especificamente a
GITR y a otra molécula. Las variantes de cadena simple pueden
producirse ya sea de forma recombinante o sintética. Para la
produccidén sintética de scFv puede utilizarse un sintetizador
automatizado. Para 1la produccidén recombinante de scFv, un
pléasmido adecuado que contiene el polinucledétido que codifica
la scFv puede introducirse en una célula huésped adecuada, ya
sea células eucaridticas, tales como células de levadura,
vegetales, de insecto o de mamiferos o procaridticas, tales
como E. coli. Los polinuclebdétidos que codifican la scFv de
interés pueden hacerse mediante manipulaciones de rutina
tales como la ligacidén de polinucledtidos. La scFv resultante
puede aislarse utilizando técnicas estéandar de purificacidén
de proteinas conocidas en el arte.

También se abarcan otras formas de anticuerpos de
cadena simple, tales como los diacuerpos. Los diacuerpos son
anticuerpos biespecificos bivalentes, en los cuales las VH y

VL se expresan en una cadena de polipéptidos simple, pero
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utilizan un enlazador, es decir, demasiado corto para
permitir el pareado entre los dos dominios de la misma
cadena, forzando de este modo que los dos dominios se apareen
con dominios complementarios de otra cadena y creen dos
sitios de unién al antigeno (ver, por ejemplo, Holliger, P.,
et al., 1993, Proc. Natl. Acad Sci. EE. UU. 90:0444-6448;
Poljak, R. J., et al., 1994, Structure 2:1121-1123).

Los anticuerpos heteroconjugados que comprenden dos
anticuerpos unidos de forma covalente también estédn dentro
del alcance de la invencién. Tales anticuerpos se han
utilizado para dirigir las células del sistema inmunes a las
células indeseadas (Patente de los EE. UU. No. 4,676,980) vy
para el tratamiento contra la infeccidén por VIH
(Publicaciones de PCT ©Nos. WO091/00360 y W092/200373; EP
03089). Los anticuerpos heteroconjugados pueden elaborarse
utilizando métodos de reticulacidén convenientes. Los agentes
y técnicas de reticulacidén adecuadas se conocen bien en el
arte y se describen en la Patente de EE. UU. No. 4,676, 980.

Los anticuerpos quiméricos o hibridos también
pueden prepararse 1in vitro utilizando métodos conocidos de
quimica proteica sintética, incluyendo aquellos que implican

agentes de reticulacidén. Por ejemplo, las inmunotoxinas
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pueden construirse utilizando una reaccidn de intercambio de
disulfuro o al formar un enlace tioéter. Ejemplos de
reactivos adecuados para este propdésito incluyen el
iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

La invencidén también abarca fusidén de proteinas que
comprenden uno o mas fragmentos o regiones de los anticuerpos
descritos en la presente. En algunas modalidades, puede
elaborarse un anticuerpo de fusidén que comprende todo o una
porcidén de un anticuerpo anti-GITR de la invencién enlazado a
otro polipéptido. En otra modalidad, solo se enlazan 1los
dominios vwvariables del anticuerpo anti-GITR al polipéptido.
En otra modalidad, el dominio de VH de un anticuerpo anti-
GITR se enlaza a un primer polipéptido, mientras que el
dominio de VL de un anticuerpo anti-GITR se enlaza a un
segundo polipéptido que se asocia con el primer polipéptido
de una manera tal gque los dominios de VH y VL puedan
interactuar entre si para formar un sitio de wunién al
antigeno. En otra modalidad preferida, el dominio de VH se
separa del dominio de VL por un enlazador de modo que los
dominios de VH vy VL puedan interactuar entre si. E1
anticuerpo de VH enlazador de VL entonces se enlaza con el

polipéptido de interés. Ademas, los anticuerpos de fusidn
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pueden crearse en los cuales dos (o mas) anticuerpos de
cadena simple se enlazan entre si. Esto es Util si uno busca
crear un anticuerpo divalente o polivalente en una cadena de
polipéptidos simple o si uno busca crear un anticuerpo
biespecifico.

En algunas modalidades, se proporciona un
polipéptido de fusidn que comprende al menos 10 aminodcidos
contiguos de la regidén variable de cadena ligera mostrada en
las SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 111, 120,
122, 69 o 71, vy/o al menos 10 aminocdcidos de 1la regidn
variable de cadena pesada mostrada en las SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 70, 72, 112, 121 o 123. En
otras modalidades, se proporciona un polipéptido de fusidn
que comprende al menos aproximadamente 10, al menos
aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 25 o al menos aproximadamente 30 aminoéadcidos
contiguos de la regidédn variable de cadena ligera y/o al menos
aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25 o al menos
aproximadamente 30 aminodcidos contiguos de la regidn
variable de cadena pesada. En otra modalidad, el polipéptido

de fusidén comprende una regidn variable de cadena ligera y/o
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una regidn variable de cadena pesada, como se muestra en
cualgquiera de los pares de secuencias seleccionados de entre
SEQ ID NOs: 1y 2, 3y 4, 5y o6, 7y 8, 9y 10, 11 yv 12, 13 vy
14, 111 vy 112, 15 y 16, 17 y 18, 19 y 20, 120 y 121, 122 y
123, 69 yv 70 o 71 y 72. En otra modalidad, el polipéptido de
fusidén comprende una o mas CDR. Incluso en otras modalidades,
el polipéptido de fusidén comprende CDR3 VH y/o CDR3 VL. Para
propdsitos de esta invencidn, una proteina de fusidn contiene
uno o mas anticuerpos y otra secuencia de aminodcidos a 1la
cual no se unen en la molécula nativa, por ejemplo, una
secuencia heterdéloga o una secuencia homdéloga de otra regidn.
Secuencias heterdélogas ejemplares incluyen, pero no se
limitan a un “marcador” tal como un marcador FLAG o un
marcador 6His. Los marcadores se conocen bien en la técnica.
Un polipéptido de fusidén puede crearse mediante
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, de forma
sintética o recombinante. Normalmente, la fusidén de proteinas
de esta invencidén se hace al preparar y expresar un
polinucledétido que las codifica wutilizando los métodos
recombinantes descritos en la presente, aungque también pueden
prepararse por otros medios conocidos en la técnica,

incluyendo, por ejemplo, la sintesis quimica.



10

15

20

122

En otras modalidades, otros anticuerpos modificados
pueden prepararse utilizando moléculas de 4&cidos nucleicos
que codifican el anticuerpo anti-GITR. Por ejemplo, 1los
“cuerpos Kappa” (III et al., 1997, Protein Eng. 10:949-57),
“Minicuerpos” (Martin et al., 1994, EMBO J. 13:5303-9),
“Diacuerpos” (Holliger et al., supra) o) “Janusinos”
(Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-3659 y Traunecker
et al., 1992, Int. J. Cancer (Suppl.) 7:51-52) pueden
prepararse utilizando técnicas estandar de biologia molecular
siguiendo las enseflanzas de la especificacidn.

Por ejemplo, anticuerpos biespecificos, anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unidén para al
menos dos antigenos diferentes, pueden prepararse utilizando
los anticuerpos descritos en la presente. Los métodos para
elaborar anticuerpos biespecificos se conocen en la técnica
(ver, por ejemplo, Suresh et al., 1986, Methods in Enzymology
121:210). Por ejemplo, los anticuerpos Dbiespecificos o
fragmentos de unidén al antigeno pueden producirse mediante la
fusién de hibridomas o enlace de fragmentos Fab’. Ver, por
ejemplo, Songsivilai y Lachmann, 1990, Clin. Exp. Immunol.
79:315-321, Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553.

De modo tradicional, la produccién recombinante de
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anticuerpos biespecificos se basd en la coexpresidn de dos
pares de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina,
con las dos cadenas pesadas teniendo especificidades
diferentes (Millstein y Cuello, 1983, Nature 305, 537-539).
Ademés, los anticuerpos biespecificos pueden formarse como
“diacuerpos” o “Janusinos.” En algunas modalidades, el
anticuerpo biespecifico se une a dos epitopos diferentes de
GITR. En algunas modalidades, los anticuerpos modificados
descritos anteriormente se preparan utilizando uno o més de
los dominios variables o regiones CDR a partir de un
anticuerpo anti-GITR proporcionado en la presente.

De acuerdo con un procedimiento para elaborar
anticuerpos biespecificos, los dominios variables de
anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios
que combinan anticuerpo-antigeno) se fusionan a las
secuencias de regién constante de inmunoglobulina. La fusidén
de preferencia es con una regién constante de cadena pesada
de inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las
regiones de bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera
regién constante de cadena pesada (CH1l) que contiene el sitio
necesario para unir la cadena ligera presente en al menos una

de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de 1la
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cadena pesada de inmunoglobulina y si se desea, la cadena
ligera de inmunoglobulina, se 1insertan en vectores de
expresién separados y se co-transfectan en un organismo
huésped apropiado. Esto se proporciona para una mayor
flexibilidad al ajustar las proporciones mutuas de los tres
fragmentos de polipéptidos en modalidades cuando las
relaciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos
utilizadas en la construccidn proporcionan los rendimientos
6ptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias de
codificacién para dos o las tres cadenas de polipéptidos en
un vector de expresidn cuando la expresidn de al menos dos
cadenas de polipéptidos en relaciones iguales resulta en
altos rendimientos o cuando las <relaciones no son de
significancia particular.

En un procedimiento, los anticuerpos biespecificos
se componen de una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida
con una primera especificidad de unién en un brazo y un par
de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina hibrida
(que proporciona una segunda especificidad de unidén) en el
otro brazo. Esta estructura asimétrica con una cadena ligera
de inmunoglobulina sélo en una mitad de la molécula

biespecifica, facilita la separacioén del compuesto
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biespecifico deseado de las combinaciones de la cadena de
inmunoglobulina no deseadas. Este procedimiento se describe
en la Publicacidén de PCT No. WO 94/04690.

En otro procedimiento, los anticuerpos
biespecificos se componen de la modificacidén de aminoacidos
en la primera regidén de bisagra en un brazo y el aminoacido
sustituido/reemplazado en la primera regidén de bisagra tiene
una carga opuesta al aminoacido correspondiente de la segunda
regién de bisagra en el otro brazo. Este procedimiento se
describe en la Solicitud de Patente Internacional No.
PCT/US2011/036419 (W02011/143545). En algunas modalidades, la
formacidén de los anticuerpos biespecificos se intensifica al
alterar o diseflar una interconexidén entre una primera y una
segunda regién Fc (por ejemplo, una regidén de bisagra y una
regidén CH3) . En este procedimiento, los anticuerpos
biespecificos pueden componerse de una regidén CH3, en donde
la regidén CH3 comprende un primer polipéptido CH3 vy un
segundo polipéptido CH3 que interactlan Jjuntos para formar
una interconexidén CH3, en donde uno o mas aminodcidos dentro
de la interconexidén CH3 desestabiliza la formacidédn del
homodimero (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico). Ver, por

ejemplo, PCT/US2011/036419 (WO2011/143545).
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En otro procedimiento, los anticuerpos
biespecificos pueden generarse utilizando un marcador
peptidico que contenga glutamina disefiada para el anticuerpo
dirigido a un epitopo (por ejemplo, GITR) en un brazo y otro
marcador peptidico (por ejemplo, un marcador peptidico que
contiene Lys o una Lys enddgena reactiva) disefiada para un
segundo anticuerpo dirigido a un segundo epitopo en otro
brazo en presencia de transglutaminasa. Este procedimiento se
describe en la Solicitud de Patente Internacional No.
PCT/IB2011/054899 (W02012/059882).

Esta invencidén también proporciona composiciones
que comprenden anticuerpos conjugados (por ejemplo,
enlazados) a un agente que facilite el acoplamiento a un
soporte sdélido (tal como biotina o avidina). Por simplicidad,
se hard referencia en general a los anticuerpos con el
entendimiento de que estos métodos aplican a cualquiera de
las modalidades de unidén a GITR descritas en la presente. La
conjugacidén en general se refiere a enlazar estos componentes
como se describe en la presente. El enlace (que fija en
general estos componentes en asociacidén prdédxima al menos para
su administracidén) puede lograrse de cualguier numero de

maneras. Por ejemplo, es posible una reaccidédn directa entre
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un agente y un anticuerpo cuando cada uno posee un
sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un
grupo nucleofilico, tal como un grupo amino o sulfhidrilo, en
uno que pueda ser capaz de reaccionar con un Jgrupo que
contiene carbonilo, tal como un anhidrido o un haluro &acido o
con un grupo alquilo gque contenga un buen grupo saliente (por
ejemplo, un haluro) en el otro.

Los anticuerpos pueden unirse a muchos portadores
diferentes. Los portadores pueden ser activos y/o inertes.
Ejemplos de portadores bien conocidos incluyen polipropileno,
poliestireno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas, vidrio,
celulosas natural y modificada, poliacrilamidas, agarosas Yy
magnetita. La naturaleza del portador puede ser vya sea
soluble o insoluble para propdsitos de la invencidn. Aquellos
con experiencia en la técnica sabradn de otros portadores
adecuados para unir los anticuerpos o serdn capaces de
determinar tales utilizando la experimentacidén de rutina. En
algunas modalidades, el portador comprende una porcidédn que se
dirige al pulmdén, corazdn o valvulas cardiacas.

Un anticuerpo o polipéptido de esta invencidn puede
enlazarse a un agente de etiquetado tal como una molécula

fluorescente, una molécula radioactiva o cualesquier otras
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etiquetas conocidas en la técnica. Las etiquetas se conocen
en la técnica que en general proporcionan una sefal (ya sea

de forma directa o indirecta).

Polinucledétidos, vectores y células huésped

La invencién también proporciona polinucledtidos
que codifican cualquiera de los anticuerpos, incluyendo
fragmentos de anticuerpo y anticuerpos modificados descritos
en la presente. En otro aspecto, la invencidn proporciona un
método para elaborar cualgquiera de los polinucledtidos
descritos en la presente. Los polinucledétidos  pueden
elaborarse y expresarse mediante los procedimientos conocidos
en la técnica. En consecuencia, en algunas modalidades, la
invencién  proporciona polinucledbdtidos (o composiciones,
incluyendo composiciones farmacéuticas), que comprenden
polinucledétidos que codifican cualquiera de los siguientes:
m3G7, h3G7VL1.1, h3G7H1, h3G7H2, h3G7AM, h3G7R5, h3G7LF,
h3G7N9, ml10H2, hl10H2HU, hl10H2AM, hl10H2N13, hl10H2N14, r18H12,
r21B6 o cualquier fragmento o parte del mismo que tenga la
capacidad de unirse a GITR.

En otro aspecto, la invencién proporciona

composiciones (tales como una composicidén farmacéutica) que
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comprenden cualquiera de los polinucledétidos de la invencidn.
En algunas modalidades, la composicidén comprende un vector de
expresién que comprende un polinucledétido que codifica
cualquiera de los anticuerpos descritos en la presente. En
todavia otras modalidades, la composicidn comprende
cualquiera o ambos de los polinucledétidos mostrados en SEQ ID
NOs: 88 y 89; SEQ ID NOs: 90 y 91; SEQ ID NOs: 92 y 93; SEQ
ID NOs: 94 y 95; SEQ ID NOs: 96 y 97; SEQ ID NOs: 98 y 99;
SEQ ID NOs: 100 y 101; SEQ ID NOs: 102 y 103; SEQ ID NOs: 104
y 105; SEQ ID NOs: 106 y 107; SEQ ID NOs: 118 y 119; SEQ ID
NOs: 125 y 126; SEQ ID NOs: 127 y 128.

Los polinucledtidos complementarios a cualquiera de
tales secuencias también se abarcan por la presente
invencién. Los polinucledtidos pueden ser de hebra simple (de
codificacién o antisentido) o de doble hebra y pueden ser
moléculas de ADN (gendémico, ADNc o sintético) o ARN. Las
moléculas de ARN incluyen moléculas de ARNnH, gque contienen
intrones y corresponden a una molécula de ADN de una manera
de uno a uno y moléculas de ARNm, las cuales no contienen
intrones. Las secuencias de codificacidén adicional o sin
codificacidén pueden, pero no necesariamente estidn presentes

dentro de un polinucledétido de la presente invencidén y un
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polinucledtido puede, pero no necesariamente enlazarse a
otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledétidos pueden comprender una secuencia
nativa (es decir, una secuencia enddbgena que codifica un
anticuerpo o un fragmento del mismo) o puede comprender una
variante de tal secuencia. Las variantes de polinucledtidos
contienen una o mas sustituciones, adiciones, supresiones y/o
inserciones de modo gque no se reduzca la inmuno-reactividad
del polipéptido codificado, en relacidén a una molécula
inmuno-reactiva nativa. El efecto sobre la inmuno-reactividad
del polipéptido codificado puede evaluarse en general como se
describe en 1la presente. De preferencia, las variantes
muestran al menos aproximadamente 70% de identidad, de mayor
preferencia, al menos aproximadamente 80% de identidad,
incluso de mayor preferencia, al menos aproximadamente 90% de
identidad y de mayor preferencia, al menos aproximadamente
95% de identidad para una secuencia de polinucledétidos que
codifica un anticuerpo nativo o un fragmento del mismo.

Se dice que dos secuencias de polinucledétidos o
polipéptidos son “idénticas” si la secuencia de nucledtidos o
aminoacidos de las dos secuencias es la misma cuando se

alinean para una maxima correspondencia como se describe a
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continuacidén. Las comparaciones entre dos secuencias se
realizan normalmente al comparar las secuencias sobre una
ventana de comparacién para identificar y comparar las
regiones locales de similaridad de secuencias. Como se
utiliza en la presente, una “ventana de comparacidn” se
refiere a un segmento de al menos aproximadamente 20
posiciones contiguas, normalmente de 30 a aproximadamente 75
o de 40 a aproximadamente 50, en la cual puede compararse una
secuencia con una secuencia de referencia del mismo numero de
posiciones contiguas después de que las dos secuencias estén
alineadas de forma o6ptima.

La alineacidén optima de las secuencias para
comparacién puede llevarse a cabo utilizando el programa
MegAlign® del paquete de software Lasergene® de bioinformatica
(DNASTAR®, Inc., Madison, WI), utilizando  parédmetros
predeterminados. Este programa incorpora diversos esquemas de
alineacién descritos en las siguientes referencias: Dayhoff,
M.O., 1978, A model of evolutionary change in proteins -
Matrices for detecting distant relationships. In Dayhoff,
M.0O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National
Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Suppl.

3, pp. 345-358; Hein J., 1990, Unified Approach to Alignment



10

15

20

132

y Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology wvol. 183,
Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp,
P.M., 1989, CABIOS 5:151-153; Myers, E.W. y Muller W., 1988,
CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D., 1971, Comb. Theor. 11:105;
Santou, N., Nes, M., 1987, Mol. Biol. Evol. 4:4006-425;
Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R., 1973, Numerical Taxonomy the
Principles and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press,
San Francisco, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 80:726-730.

De preferencia, el ‘“porcentaje de identidad de
secuencia” se determina al comparar dos secuencias alineadas
de forma 6ptima sobre una ventana de comparacién de al menos
20 posiciones, en donde la porcién de la secuencia de
polinucledétidos o polipéptidos en la ventana de comparacidn
puede comprender adiciones O supresiones (es decir, espacios)
de 20 por ciento o menos, normalmente de 5 al 15 por ciento o
de 10 al 12 por ciento, cuando se compara con las secuencias
de referencia (las cuales no comprenden adiciones o)
supresiones) para una alineacidn 6ptima de las dos
secuencias. El1l porcentaje se calcula al determinar el nUmero
de posiciones en las cuales las bases de &cidos nucleicos o

residuos de aminoacidos idénticos aparecen en ambas
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secuencias para producir el namero de posiciones
coincidentes, al dividir el nUmero de posiciones coincidentes
entre el nUmero total de posiciones en la secuencia de
referencia (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicar
los resultados por 100 para producir el porcentaje de
identidad de secuencias.

Las variantes también pueden o alternativamente,
ser sustancialmente homdélogas a un gen nativo o una porcidn o
complemento del mismo. Tales variantes de polinucledétidos son
capaces de hibridarse bajo condiciones moderadamente
rigurosas a una secuencia de ADN de origen natural que
codifica un anticuerpo nativo (o una secuencia
complementaria) .

Las “condiciones moderadamente rigurosas” adecuadas
incluyen lavar previamente en una solucidén de 5 X SSC, SDS al
0.5%, EDTA 1.0 mM (pH 8.0); hibridar a 50°C-65°C, 5 X SSC,
durante la noche, seguido por lavar dos veces a 65°C durante
20 minutos con cada una de 2X, 0.5X y 0.2X SSC que contiene

SDS al 0.1

o°

Como se utiliza en la presente, las “condiciones
altamente rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad” son

aquellas que: (1) emplean una baja fuerza idénica y alta
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temperatura de lavado, por ejemplo cloruro de sodio 0.015 M
/citrato de sodio 0.0015 M/dodecil sulfato de sodio al 0.1% a
50°C; (2) emplear durante la hibridacidn un agente
desnaturalizante, tal como forma mida, por ejemplo, forma
mida al 50% (v/v) con albUmina de suero de bovino al 0.1%
/Ficoll al 0.1%/polivinilpirrolidona al 0.1%/amortiguador de
fosfato de sodio 50 mM a pH 6.5 con cloruro de sodio 750 mM,
citrato de sodio 75 mM a 42°C; o (3) emplear forma mida al
50%, 5 x SSC (NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M), fosfato
de sodio 50 mM (pH 6.8), pirofosfato de sodio al 0.1%, 5 x
solucidén de Denhardt, ADN de esperma de salmdén sonicado (50
pg/ml), SDS al 0.1% y sulfato de dextrano al 10% da 42°C, con
lavados a 42°C en 0.2 x SSC (cloruro de sodio/citrato de
sodio) y forma mida al 50% a 55°C, seguidos por un lavado de
alta rigurosidad que consiste de 0.1 x SSC que contiene EDTA
a 55°C. El técnico experimentado reconocerd cémo ajustar la
temperatura, fuerza idénica, etc., como sea necesario para
acomodar factores tales como la longitud de la sonda vy
similares.

Se apreciard por aquellos con experiencia ordinaria
en la técnica que como resultado de la degeneracidén del

cbébdigo genético existen muchas secuencias de nucledtidos que
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codifican un polipéptido como se describe en la presente.
Algunos de estos polinucledtidos llevan una homologia minima
de la secuencia de nuclebétidos de cualquier gene nativo. Sin
embargo, los polinucledétidos que varian debido a 1las
diferencias en la utilidad del coddn se contemplan
especificamente por la presente invencién. Ademéds, los alelos
de los genes que comprenden las secuencias de polinucledtidos
proporcionadas en la presente estan dentro del alcance de la
presente invencidén. Los alelos son genes enddgenos gue se
alteran como resultado de una o méds mutaciones, tales como
supresiones, adiciones y/o sustituciones de nucledtidos. EL
ARNm y proteina resultante pueden, pero no necesariamente,
tener una estructura o funcién alterada. Los alelos pueden
identificarse utilizando técnicas esténdar (tales como
hibridacién, amplificacidén y/o comparaciédn de secuencias en
bases de datos).

Los polinucleétidos de esta invencidén pueden
obtenerse utilizando la sintesis quimica, métodos
recombinantes o PCR. Los métodos de sintesis quimica de
polinuclebétidos se conocen bien en la técnica y no necesitan
describirse en detalle en la presente. Aguel con experiencia

en la técnica puede utilizar las secuencias proporcionadas en
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la presente y un sintetizador de ADN comercial para producir
una secuencia de ADN deseada.

Para preparar polinuclebdétidos wutilizando métodos
recombinantes, puede insertarse un  polinucledtido que
comprenda una secuencia deseada en un vector adecuado y el
vector a su vez puede introducirse en una célula huésped
adecuada para su replicacidén y amplificacidén, como se discute
ademas en la presente. Los polinucledtidos pueden insertarse
en las células huésped por cualesquier medios conocidos en la
técnica. Las células se transforman al introducir un
polinucledtido exdgeno mediante captacién directa,
endocitosis, transfeccidén, apareamiento F o electroporacidn.
Una vez introducido, el ©polinucledétido exdbgeno puede
mantenerse dentro de la célula como un vector no integrado
(tal como un plésmido) o se integra en el genoma de la célula
huésped. El1 polinuclebétido amplificado de este modo puede
aislarse de la célula huésped mediante métodos bien conocidos
dentro de 1la técnica. Ver, por ejemplo, Sambrook et al.,
1989.

Alternativamente, la PCR permite la reproduccidn de
las secuencias de ADN. La tecnologia PCR es bien conocida en

la técnica y se describe en las Patentes de EE. UU. Nos.
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4,683,195, 4,800,159, 4,754,065 vy 4,683,202, asi como en PCR:
The Polimerase Chain Reaction, Mullis et al. eds., Birkauswer
Press, Boston, 1994.

El1 ARN puede obtenerse al utilizar el ADN aislado
en un vector apropiado e insertarlo en una célula huésped
apropiada. Cuando las réplicas celulares vy el ADN se
transcriben en ARN, el ARN entonces se aisla utilizando
métodos bien conocidos por aquellos con experiencia en la
técnica como se establece en Sambrook et al., 1989, supra,
por ejemplo.

Los vectores de clonacién adecuados pueden
construirse de acuerdo con técnicas estidndar o pueden
seleccionarse a partir de un gran numero de vectores de
clonacidén disponibles en la técnica. Mientras que el vector
de clonacidén seleccionado puede variar de acuerdo con la
célula huésped prevista que se va a utilizar, los vectores de
clonacién UGtiles generalmente tendrdn la capacidad de
autorreplicarse, pueden poseer un solo objetivo para una
endonucleasa de restriccidn particular y/o puede portar genes
para un marcador gque puede utilizarse en seleccionar clones
que contengan el vector. Ejemplos adecuados incluyen

pléasmidos y virus bacterianos, por ejemplo, pUC18, pUC19,
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Bluescript (por ejemplo, pBS SK+) y sus derivados, mpl8§,
mpl9, pBR322, pMB9, ColEl, pCR1l, RP4, ADN de fagos y vectores
lanzadera tales como as pSA3 y pAT28. Estos y muchos otros
vectores de clonacién estan disponibles a partir de
proveedores comerciales tales como BioRad, Strategene e
Invitrogen.

Ademéds, se proporcionan los vectores de expresidn.
Los vectores de expresidén pueden replicarse en general en
constructos de polinucledétido que contienen un polinucledtido
de acuerdo con la invencidén. Esto implica que un vector de
expresidédn pueda replicarse en las células huésped ya sea como
episomas o como una parte integral del ADN cromosdmico. Los
vectores de expresidédn adecuados incluyen, pero no se limitan
a pléasmidos, vectores virales incluyendo los adenovirus,
virus adeno-asociados, retrovirus, cbésmidos y vectores de
expresién descritos en la Publicacidén de PCT No. WO 87/04462.
Los componentes del vector pueden incluir en general, pero no
limitarse a uno o mas de los siguientes: una secuencia de
sefial; un origen de la replicacién; uno o mas genes
marcadores; elementos adecuados que controlan la
transcripcidén (tales como promotores, intensificadores vy

terminadores). Para la expresidén (es decir, la traduccidn),
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también son normalmente requeridos uno o mas elementos que
controlan la traduccidén, tales como sitios de unidén a
ribosomas, sitios de inicio de 1la traduccidén y codones de
terminacidn.

Los vectores que contienen los polinucledtidos de
interés pueden introducirse en la célula huésped por
cualquiera de una cantidad de medios apropiados, incluyendo
electroporacidén, transfeccidn que emplea cloruro de calcio,
cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano u otras
sustancias; bombardeo por microproyectiles; lipofeccidn; e
infeccidén (por ejemplo, cuando el vector es un agente
infeccioso tal como un virus de vacuna). La eleccidén de
introducir vectores o polinucledétidos a menudo dependera de
las caracteristicas de la célula huésped.

La invencidén también proporciona células huésped
que comprenden cualquiera de los polinucledétidos descritos en
la presente. Cualesquier células huésped capaces de
sobreexpresar los ADN heterdlogos pueden utilizarse para el
propdésito de aislar los genes que codifican el anticuerpo,
polipéptido o proteina de interés. Ejemplos no limitantes de
células huésped de mamifero incluyen, pero no se limitan a

células COS, HelLa y CHO. Ver también la Publicacidén de PCT
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No. WO 87/04462. Las células huésped que no son de mamifero
adecuadas incluyen procariotas (tales como E. coli o B.
subtillis) y levaduras (tales como S. cerevisae, S. pombe; ©
K. lactis). De preferencia, las células huésped expresan los
ADNc a un nivel de aproximadamente 5 veces méds, de mayor
preferencia, 10 veces mas, incluso de mayor preferencia, 20
veces mas que el del anticuerpo endbdbgeno o proteina de
interés correspondiente, si estd presente, en las células
huésped. La seleccién de células huésped para una unidn
especifica a GITR o un dominio de GITR se efectta mediante un
inmunoensayo o FACS. Puede identificarse wuna célula dque
sobreexpresa el anticuerpo o proteina de interés.

Un vector de expresién puede utilizarse para
dirigir la expresidén de un anticuerpo anti-GITR. Aquel con
experiencia en la técnica estd familiarizado con la
administracién de los vectores de expresidn para obtener 1la
expresién de una proteina exbdgena in vivo. Ver, por ejemplo,
Patentes de los EE. UU. Nos. 6,436,908; 6,413,942; %
6,376,471. La administracién de vectores de expresidn incluye
la administracién local o sistémica, incluyendo inyeccidn,
administracién oral, cafién de particulas o administracidén

cateterizada y la administracién toépica. En otra modalidad,
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el vector de expresidn se administra directamente sobre el
tronco simpadtico o ganglionar o en una arteria coronaria,
atrio, ventriculo o pericardio.

También puede utilizarse la administracién dirigida
de las composiciones terapéuticas que contienen un vector de
expresién o polinucledtidos subgendmicos. Las técnicas de
administracién de ADN mediado por receptor se describen, por
ejemplo, en Findeis et al., Trends Biotechnol., 1993, 11:202;
Chiou et al., Gene Therapeutics: Methods and Applications Of
Direct Gene Transfer, J.A. Wolff, ed., 1994; WO et al., J.
Biol. Chem., 1988, 263:621; WO et al., J. Biol. Chem., 1994,
269:542; Zenke et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990,
87:3655; WO et al., J. Biol. Chem., 1991, 266:338. Las
composiciones terapéuticas que contienen un polinucléotido se
administran en un margen de aproximadamente 100 ng a
aproximadamente 200 mg de ADN para su administracidén local en
un protocolo de terapia génica. Los margenes de concentracidn
de aproximadamente 500 ng a aproximadamente 50 mg, de
aproximadamente 1 ug a aproximadamente 2 mg, de
aproximadamente 5 pg a aproximadamente 500 upg vy de
aproximadamente 20 ug a aproximadamente 100 ng de ADN también

pueden utilizarse durante un protocolo de terapia génica. Los
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polinucledtidos y polipéptidos terapéuticos pueden
administrarse utilizando vehiculos de administracién génica.
El vehiculo de administracidén génica puede ser de origen
viral o no viral (ver en general, Jolly, Cancer Gene Therapy,
1994, 1:51; Kimura, Human  Gene Therapy, 1994, 5:845;
Connelly, Human Gene Therapy, 1995, 1:185; y Kaplitt, Nature
Genetics, 1994, 6:148). La expresidén de tales secuencias de
codificacién puede inducirse utilizando promotores
heterélogos o de mamifero endbdgenos. La expresidédn de 1la
secuencia de codificacidén puede ser ya sea constitutiva o
regulada.

Los vectores a base de virus para la administracidn
de un polinucledétido deseado y la expresidédn en una célula
deseada se conocen bien en la técnica. Los vehiculos a base
de wvirus ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los
retrovirus recombinantes (ver, por ejemplo, Publicaciones de
PCT Nos. WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234;
WO 93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; Patentes de los EE.
UU. Nos. 5, 219,740 y 4,777,127; Patente GB No. 2,200,651; vy
Patente EP No. 0 345 242), vectores a base de alfavirus (por
ejemplo, vectores del virus Sindbis, de virus del bosque

Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), de wvirus del Rio Ross
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(ATCC VR-373; ATCC VR-1246) y de virus de encefalitis equina
venezolana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC VR-
532)) vy de wvirus adeno-asociados (AAV) (ver, por ejemplo,
Publicaciones de PCT Nos. WO 94/12649, WO 93/03769; WO
93/19191; WO 4/28938; WO 95/11984 y WO 95/00655). También
puede emplearse la administracién de ADN enlazado para
exterminar adenovirus como se describe en Curiel, Hum. Gene
Ther., 1992, 3:147.

También pueden emplearse vehiculos y métodos de
administracién no wviral, gque incluyen, pero no se limitan a
ADN condensado policatidénico enlazado o no enlazado sbélo para
exterminar adenovirus (ver, por ejemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther., 1992, 3:147); ADN enlazado al ligando (ver, por
ejemplo, WO, J. Biol. Chem., 1989, 264:16985); células de
vehiculos de administracidédn de células eucaridticas (ver, por
ejemplo, Patente de los EE. UU. No. 5,814,482; Publicaciones
de PCT Nos. WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; vy WO
97/42338) y neutralizacidén de la carga de éacidos nucleicos o
fusidén con membranas celulares. También puede emplearse ADN
desnudo. Los métodos ejemplares de introduccién de ADN
desnudo se describen en las Publicaciones de PCT No. WO

90/11092 vy Patente de los EE. UU. No. 5,580,859. Los
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liposomas que pueden actuar como vehiculos de administracidn
génica se describen en la Patente de 1los EE. UU. No.
5,422,120; Publicaciones de PCT Nos. WO 95/13796; WO
94/23697; WO 91/14445; y EP 0524968. Procedimientos
adicionales se describen en Philip, Mol. Cell Biol., 1994,
14:2411 vy en Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci., 1994,

91:1581.

Composiciones

La invencidén también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden una cantidad efectiva de un
anticuerpo anti-GITR descrito en 1la presente. Ejemplos de
tales composiciones, asi sobre cémo formularlas también se
describen en la ©presente. En algunas modalidades, la
composicidén comprende uno o mas anticuerpos anti-GITR. En
otras modalidades, el anticuerpo anti-GITR reconoce a GITR.
En otras modalidades, el anticuerpo anti-GITR es un
anticuerpo humano. En otras modalidades, el anticuerpo anti-
GITR es un anticuerpo humanizado. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-GITR comprende una regidén constante, que es
capaz de desencadenar una respuesta inmune deseada, tal como

la lisis mediada por anticuerpo, ADCC, y/o ADCP. En otras



10

15

20

145

modalidades, el anticuerpo anti-GITR comprende una regidn
constante que no desencadena una respuesta inmune indeseada o
no deseable, tal como una lisis mediada por anticuerpo, ADCC,
y/o ADCP. En otras modalidades, el anticuerpo anti-GITR
comprende una o mas CDR del anticuerpo (tal como una, dos,
tres, cuatro, cinco o en algunas modalidades, las seis CDR).

Se entendera que las composiciones pueden
comprender mas de un anticuerpo anti-GITR (por ejemplo, una
mezcla de anticuerpos de GITR gue reconocen epitopos
diferentes de GITR) . Otras composiciones ejemplares
comprenden mas de un anticuerpo anti-GITR que reconoce 1los
mismos epitopos o especies diferentes de anticuerpos anti-
GITR gue se unen a epitopos diferentes de GITR. En algunas
modalidades, las composiciones comprenden una mezcla de
anticuerpos anti-GITR gue reconocen variantes diferentes de
GITR.

La composicién utilizada en la presente invencidn
ademéas puede comprender portadores, excipientes o)
estabilizadores farmacéuticamente aceptables (Remington: The
Science and practice of Pharmacy 20% ediciédn, 2000,
Lippincott Williams y Wilkins, Ed. K. E. Hoover), en forma de

formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Portadores,
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excipientes o estabilizadores aceptables que no son tdéxicos
para los receptores en las dosificaciones y concentraciones y
pueden comprender soluciones amortiguadoras tales como
fosfato, citrato y otros &cidos organicos; antioxidantes que
incluyen &acido ascdrbico y metionina; conservadores (tales
como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales
como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (menor que aproximadamente 10 residuos);
proteinas, tales como albuimina sérica, gelatina o
inmmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; aminoéacidos tales como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o) lisinay;
monosacaridos, disacédridos y otros carbohidratos que incluyen
glucosa, manosa o dextranos; agentes quelantes tales como
EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metdlicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina);

y/0 tensicactivos no idénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o
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polietilenglicol (PEG). Los excipientes farmacéuticamente
aceptables se describen ademds en la presente.

También puede utilizarse el anticuerpo anti-GITR vy
composiciones del mismo Jjunto con o administrarse ©por
separado, de forma simultdnea o secuencial con otros agentes
que sirven para intensificar y/o complementar la efectividad
de los agentes.

La invencidén también proporciona composiciones,
incluyendo composiciones farmacéuticas, que comprenden
cualquiera de los polinucledétidos de la invencidén. En algunas
modalidades, la composicidén comprende un vector de expresidn
que comprende un polinucledétido que codifica el anticuerpo
como se describe en la presente. En otra modalidad, 1la
composicién comprende un vector de expresidn que comprende un
polinucledtido que codifica cualquiera de los anticuerpos

descritos en la presente.

Métodos para prevenir o tratar padecimientos mediados por

GITR

Los anticuerpos y conjugados de anticuerpo de la

presente invencidén son uUtiles en diversas aplicaciones que
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incluyen, pero no se limitan a métodos de tratamiento
terapéutico y métodos de tratamiento de diagndbstico.

En un aspecto, la invencidén proporciona un método
para tratar un cancer. En algunas modalidades, el método para
tratar un cancer en un sujeto comprende administrar al sujeto
en necesidad del mismo una cantidad efectiva de una
composicidn (por ejemplo, composicidén farmacéutica) que
comprende cualquiera de los anticuerpos de GITR como se
describe en la presente. Como se utiliza en la presente, los
cdnceres incluyen pero no se limitan a céncer relacionado con
células B, céancer gastrico, cancer de intestino delgado,
sarcoma, céancer de cabeza y cuello (por ejemplo, céancer de
cabeza y cuello de células escamosas), céncer timico, cancer
epitelial, céncer salival, céncer de higado, céncer biliar,
tumores neuroenddcrinos, cancer de estdmago, cancer de
tiroides, cé&ncer de pulmbén, mesotelioma, cancer de ovario,
cadncer de mama, cancer de proéstata, cancer esofdgico, cancer
pancreatico, glioma, cancer renal (por ejemplo, carcinoma de
células renales), céancer de vejiga, céancer cervical, céancer
uterino, cancer vulvar, cancer penil, céancer testicular,

cidncer anal, coriocarcinoma, cancer colorrectal, céancer oral,
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cancer de piel, carcinoma de células de Merkel, glioblastoma,
tumor cerebral, cancer de hueso, cancer ocular y melanoma.

En algunas modalidades, el cancer relacionado con
células B es, pero no se limita a mieloma multiple, neoplasma
de células plasmaticas malignas, linfoma de Hodgkin, linfoma
de Hodgkin predominante en linfocitos nodulares , enfermedad
de Hahler y mielomatosis, leucemia de células plasmaticas,
plasmacitoma, leucemia prolinfocitica de células B, leucemia
de células pilosas, linfoma de no Hodgkin (NHL) de células B
, leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica
(CLL), 1leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieloide
crédnica (CML), linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma
de =zona marginal, linfoma de células de manto, linfoma de
células grandes, linfoma linfoblastico de células B
precursoras, leucemia mieloide, macroglobulinemia de
Waldenstrdm, linfoma de células B grandes difusas, linfoma
folicular, linfoma de zona marginal, linfoma de tejido
linfadtico asociado con la mucosa, linfoma linfocitico de
células pequefias, linfoma de células de manto, linfoma de
Burkitt, linfoma de células B grandes (timico) mediastinal
primario, linfoma linfoplasmacitico, macroglobulinemia de

Waldenstrém, linfoma de células B de la zona marginal nodal,
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linfoma esplénico de zona marginal, linfoma intravascular de
células B grandes , linfoma de efusiodén primaria,
granulomatosis linfomatoide, linfoma de células B grandes
rico en células T/histiocitos, linfoma primario del sistema
nervioso central, linfoma primario de células B grandes
difusas cutédneas (tipo pierna), linfoma de células B grandes
difusas positivas a EBV de los adultos mayores, linfoma de
células B grandes difusas asociado con inflamacidén, linfoma
intravascular de células B grandes , linfoma de células B
grandes positivas a ALK, linfoma plasmabléastico, linfoma de
células B grandes que surgen en la enfermedad Castleman
multicéntrica asociada a HHV8, linfoma de células B no
clasificadas con caracteristicas intermedias entre linfoma de
células B grandes difusas y linfoma de Burkitt, linfoma de
células B no clasificadas con caracteristicas intermedias
entre linfoma de células B grandes difusas vy linfoma de
Hodgkin clasico y otro linfoma relacionado de células B.

En algunas modalidades, el cancer es reincidente o
refractario.

En algunas modalidades, el cancer es localmente
avanzado o melanoma metastadsico, céncer de cabeza y cuello de

células escamosas (SCHNC), céncer de ovario, céncer renal,
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cancer gastrico o céncer de pulmbébn (por ejemplo, NSCLC
(cancer de pulmén de células no pequefias)) .

En algunas modalidades, se proporciona un método
para inhibir el crecimiento o avance del tumor en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de una composicidén que comprende 1los
anticuerpos anti-GITR como se describe en la presente. En
algunas modalidades, se proporciona un método para inhibir la
metadstasis de células cancerigenas en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una composicidén que comprende cualquiera
de los anticuerpos anti-GITR como se describe en la presente.
En otras modalidades, se proporciona un método para inducir
la regresiétn de un tumor en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de una composicién que comprende cualgquiera de los
anticuerpos anti-GITR como se describe en la presente.

En otro aspecto, se proporciona un método para
detectar, diagnosticar y/o monitorear un céancer. Por ejemplo,
como se describe en la presente, los anticuerpos anti-GITR
pueden etiquetarse con una porcidén detectable tal como un

agente de formacidédn de imadgenes y una etiqueta para enzima-
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sustrato. Como se describe en la presente, los anticuerpos
también pueden utilizarse para ensayos de diagnéstico in vivo
tales como la formacidén de imégenes in vivo (por ejemplo, PET
o SPECT) o un reactivo de tinciédn.

En algunas modalidades, los métodos descritos en la
presente ademds comprenden un paso de tratar un sujeto con
una forma adicional de terapia. En algunas modalidades, la
forma adicional de terapia es una terapia anti-cancer
adicional que incluye, pero no se limita quimioterapia,
radiacién, cirugia, terapia hormonal, y/0 inmunoterapia
adicional.

En relacidédn a todos los métodos descritos en la
presente, al hacer referencia a anticuerpos anti-GITR también
incluye composiciones que comprenden uno o mas agentes
adicionales. Estas composiciones ademds pueden comprender
excipientes adecuados, tales como excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyendo soluciones
amortiguadoras que se conocen bien en la técnica. La presente
invencién puede utilizarse sola o en combinaciédn con otros
métodos de tratamiento.

El anticuerpo anti-GITR puede administrarse a un

sujeto mediante cualquier via adecuada. Serd aparente para
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una persona con experiencia en la técnica que los ejemplos
descritos en la presente no pretenden limitarse sino ser
ilustrativos de las técnicas disponibles. En consecuencia, en
algunas modalidades, el anticuerpo anti-GITR se administra a
un sujeto de acuerdo con métodos conocidos, tales como
administracién intravenosa, por ejemplo, como un bolo o
mediante la infusidén continua durante un periodo de tiempo,
mediante las vias intramuscular, intraperitoneal,
intracerebroespinal, transdérmica, subcuténea, intra-
articular, sublingual, intrasinovial, mediante insuflacién,
intratecal, oral, inhalacidén o tépica. La administracidn
puede ser sistémica, por ejemplo, administracién intravenosa
o localizada. Los nebulizadores comercialmente disponibles
para las formulaciones ligquidas incluyen los nebulizadores
por aspersién y los nebulizadores ultrasdé4nicos que son utiles
para su administracidén. Las formulaciones liguidas pueden
nebulizarse directamente vy el polvo liofilizado puede
nebulizarse después de su reconstitucién. Alternativamente,
el anticuerpo anti-GITR puede atomizarse utilizando una
formulacién de fluorocarbonos y un inhalador de dosis medidas

o inhalarse como un polvo liofilizado y pulverizado.
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En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se
administra mediante técnicas de administracién especificas
del sitio o locales dirigidas. Ejemplos de técnicas de
administracién especificas del sitio o locales dirigidas
incluyen diversas fuentes de depdsito implantable del
anticuerpo anti-GITR o catéteres de administracién local,
tales como catéteres de infusidn, catéteres permanentes o
catéteres con aguja, injertos sintéticos, envolturas
adventicias, derivaciones y stents u otros dispositivos
implantables, portadores especificos del sitio, inyecciédn
directa o aplicacidén directa. Ver, por ejemplo, Publicaciones
de PCT No. WO 00/53211 y Patente de los EE. UU. No.
5,981,568.

Pueden wutilizarse diversas formulaciones de un
anticuerpo anti-GITR para su administracidén. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-GITR puede administrarse
puro. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-GITR y un
excipiente farmacéuticamente aceptable pueden estar en
diversas formulaciones. Los excipientes farmacéuticamente
aceptables se conocen en la técnica y son sustancias
relativamente inertes que facilitan la administracidén de una

sustancia farmacolbdbgicamente efectiva. Por ejemplo, un



10

15

20

155

excipiente puede dar forma o consistencia o actuar como un
diluyente. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se
limitan a agentes estabilizantes, de humectacién y agentes
emulsionantes, sales para hacer variar la osmolaridad,
agentes encapsulantes, soluciones amortiguadoras e
intensificadores de penetracién en la piel. Los excipientes,
asi como las formulaciones para la administracidén parenteral
y no parenteral del farmaco se establecen en Remington, The

Science and Practice of Pharmacy 20th Ed. Mack Publishing,

2000.

En algunas modalidades, estos agentes se formulan
para su administracién por inyeccidbn (por ejemplo, vVvia
intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, intramuscular,
etc.). En consecuencia, estos agentes pueden combinarse con

vehiculos farmacéuticamente aceptables tales como solucidn
salina, solucidén de Ringer, solucidén de dextrosa y similares.
El régimen de dosificacidén particular, es decir, la dosis,
sincronizacién y  repeticiédn, dependeran del individuo
particular y del historial médico del individuo.

Un anticuerpo anti-GITR puede administrarse
utilizando cualquier método adecuado, incluyendo por

inyeccibén (por ejemplo, via intraperitoneal, intravenosa,
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subcutédnea, intramuscular, etc.). Como se describe en la
presente los anticuerpos anti-GITR también pueden
administrarse via tépica o mediante inhalacidén, En general,
para la administracién de los anticuerpos anti-GITR, la
dosificacidén candidato puede administrarse diariamente, cada
semana, cada dos semanas, cada tres semanas, cada cuatro
semanas, cada cinco semanas, cada sels semanas, cada siete
semanas, cada ocho semanas, cada diez semanas, cada doce
semanas o mas de cada doce semanas. Para las dosis repetidas
durante varios dias o méds prolongado, dependiendo del
padecimiento, el tratamiento se sostiene hasta que ocurre una
supresidén deseada de los sintomas o hasta que se logran 1los
niveles terapéuticos suficientes, por ejemplo, para reducir
los sintomas asociados con cancer. El1 avance de esta terapia
se monitorea facilmente mediante técnicas % ensayos
convencionales. El1 régimen de dosificacién (incluyendo el
anticuerpo anti-GITR utilizado) puede variar con el tiempo.
En algunas modalidades, la dosificacidédn candidato
se administra diariamente con la dosificacidén que oscila de
aproximadamente cualquiera de 1 pg/kg a 30 ug/kg, a 300 ug/kg
a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100 mg/kg o més, dependiendo de los

factores mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede
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utilizarse la dosificacidén diaria de aproximadamente 0.01

mg/kg, aproximadamente 0.03 mg/kg, aproximadamente 0.1 mg/kg,

aproximadamente 0.3 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 2.5 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg,

aproximadamente 15 mg/kg y aproximadamente 25 mg/kg.

En algunas modalidades, la dosificacidédn candidato
se administra cada semana con la dosificacidén que oscila de
aproximadamente cualquiera de 1 ug/kg a 30 ng/kg, a 300 ug/kg
a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede
utilizarse una dosificacidédn a la semana de aproximadamente
0.01 mg/kg, aproximadamente 0.03 mg/kg, aproximadamente 0.1

mg/kg, aproximadamente 0.3 mg/kg, aproximadamente 0.5 mg/kg,

aproximadamente 1 mg/ kg, aproximadamente 2.5 mg/ kg,
aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg,

aproximadamente 25 mg/kg y aproximadamente 30 mg/kg.

En algunas modalidades, la dosificacién candidato
se administra cada dos semanas con la dosificacién que oscila
de aproximadamente cualquiera de 1 ng/kg a 30 upg/kg, a 300

png/kg, a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100 mg/kg o mas, dependiendo



10

15

20

158

de los factores mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede

utilizarse una dosificacidn cada dos semanas de
aproximadamente 0.1 mg/kg, aproximadamente 0.3 mg/kg,
aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2.5 mg/kg,
aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg,

aproximadamente 25 mg/kg y aproximadamente 30 mg/kg.

En algunas modalidades, la dosificacidédn candidato
se administra cada tres semanas con la dosificacién que
oscila de aproximadamente cualquiera de 1 ng/kg a 30 npg/kg, a
300 wpg/kg, a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Por
ejemplo, puede utilizarse una dosificacidén cada tres semanas

de aproximadamente 0.1 mg/kg, aproximadamente 0.3 mg/kg,

aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2.5 mg/kg,
aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg,
aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente 35 mg/kg, aproximadamente 40 mg/kg,

aproximadamente 45 mg/kg y aproximadamente 50 mg/kg.
En algunas modalidades, la dosificacidén candidato

se administra cada mes o cada cuatro semanas con la
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dosificacidén que oscila de aproximadamente cualquiera de 1
pg/kg a 30 npg/kg, a 300 npg/kg, a 3 mg/kg, a 30 mg/kg, a 100
mg/kg o méas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Por ejemplo, puede utilizarse una dosificacidn
mensual de aproximadamente 0.1 mg/kg, aproximadamente 0.3

mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2.5 mg/kg,

aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg,
aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente 35 mg/kg, aproximadamente 40 mg/kg,

aproximadamente 45 mg/kg y aproximadamente 50 mg/kg.

En otras modalidades, la dosificacién candidato se
administra diariamente con la dosificacidén que oscila de
aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 1200 mg o més,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Por
ejemplo, puede utilizarse una dosificacién diaria de
aproximadamente 0.01 mg, aproximadamente 0.1 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente
50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,

aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
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aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg o aproximadamente 1200 mg.

En otras modalidades, la dosificacidén candidato se
administra cada semana con la dosificacidén que oscila de
aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 2000 mg o més,
dependiendo de 1los factores mencionados anteriormente. Por
ejemplo, puede utilizarse una dosificacidén semanal de
aproximadamente 0.01 mg, aproximadamente 0.1 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente

50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,

aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg,
aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mg,
aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg,

aproximadamente 1900 mg o aproximadamente 2000 mg.
En otras modalidades, la dosificacidén candidato se
administra cada dos semanas con la dosificacidén gque oscila de

aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 2000 mg o més,
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dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Por
ejemplo, puede utilizarse una dosificacidén cada dos semanas
de aproximadamente 0.01 mg, aproximadamente 0.1 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente

50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,

aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg,
aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mg,
aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg,

aproximadamente 1900 mg o aproximadamente 2000 mg.

En otras modalidades, la dosificacidén candidato se
administra cada tres semanas con la dosificacidén que oscila
de aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 2500 mg o méas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Por
ejemplo, puede utilizarse una dosificacidén cada tres semanas
de aproximadamente 0.01 mg, aproximadamente 0.1 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente

50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,
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aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mng,
aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mg,
aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg,
aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg,
aproximadamente 2300 mg, aproximadamente 2400 mg o

aproximadamente 2500 mg.

En otras modalidades, la dosificacidén candidato se
administra cada cuatro semanas o al mes con la dosificaciédn
que oscila de aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 3000
mg o) mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Por ejemplo, puede utilizarse una dosificacidn
mensual de aproximadamente 0.01 mg, aproximadamente 0.1 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente
50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg,

aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,
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aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg,
aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mng,
aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1600 mg,
aproximadamente 1700 mg, aproximadamente 1800 mg,
aproximadamente 1900 mg, aproximadamente 2000 mg,
aproximadamente 2100 mg, aproximadamente 2200 mg,
aproximadamente 2300 mg, aproximadamente 2400 mg,
aproximadamente 2500, aproximadamente 2600 mg,
aproximadamente 2700 mg, aproximadamente 2800 mg,

aproximadamente 2900 mg o aproximadamente 3000 mg.

Para el propdésito de la presente invencidn, la
dosificacidén apropiada de un anticuerpo anti-GITR dependeréa
del anticuerpo anti-GITR empleado (0 composiciones del
mismo), el tipo y gravedad de 1los sintomas gque se van a
tratar, si el agente se administra para propdsitos
preventivos o terapéuticos, terapia previa, el historial
clinico del paciente y respuesta del agente, la tasa de
eliminacién del paciente para el agente administrado y la
discrecién del médico tratante. Normalmente, el «clinico

administrard un anticuerpo anti-GITR hasta que se alcance una
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dosificacidén que logre el resultado deseado. La dosis y/o
frecuencia ©puede variar con el curso del tratamiento.
Consideraciones empiricas tales como la vida media,
contribuiran en general a la determinacidn de la
dosificacién. Por ejemplo, los anticuerpos que son
compatibles con el Sistema inmune humano, tales como 1os
anticuerpos humanizados o anticuerpos totalmente humanos,
pueden utilizarse para prolongar la vida media del anticuerpo
y evitar que el anticuerpo sea atacado por el sistema inmune
del huésped. La frecuencia de administracién puede
determinarse y ajustarse con el curso de la terapia y en
general, pero no necesariamente, se basa en el tratamiento
y/o supresidén vy/o mejora vy/o retraso de los sintomas.
Alternativamente, pueden ser apropiadas las formulaciones de
anticuerpos anti-GITR de liberacidén sostenida continua. Se
conocen en la técnica diversas formulaciones y dispositivos
para lograr la liberacidén sostenida.

En una modalidad, las dosificaciones para un
anticuerpo pueden determinarse de forma empirica en 1los
individuos a guienes se les ha dado una o mas
administraciones de un anticuerpo. Por ejemplo, a los

individuos se les dan dosificaciones incrementadas de un
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anticuerpo anti-GITR. Para evaluar la eficacia, puede
seguirse un indicador de la enfermedad.

Como se describe en la presente, la administracién
de un anticuerpo anti-GITR de acuerdo con el método de 1la
presente invencién puede ser continua o intermitente,
dependiendo, por ejemplo, del padecimiento fisioldgico del
receptor, si el propdsito de la administracidn es terapéutico
o profilactico y otros factores conocidos por los
profesionales experimentados. La administracidén un anticuerpo
anti-GITR puede ser esencialmente continua durante un periodo
preseleccionado de tiempo o puede ser en una serie de dosis
separadas.

En algunas modalidades, puede estar presente més de
un anticuerpo anti-GITR. Al menos uno, al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro, al menos cinco anticuerpos diferentes
o) mas pueden estar presentes. En general, aquellos
anticuerpos anti-GITR pueden tener actividades
complementarias que no se afecten de modo adverso entre si.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-GITR
puede administrarse en combinacién con la administracidén de
uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Estos incluyen,

pero no se limitan a la administracidén de un agente
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bioterapéutico, un agente quimioterapéutico, una vacuna, una
terapia a base de células CAR-T, radioterapia, una terapia de
citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-7, IL-15, IL-12, IFNy, IFNa,
IL-8), una vacuna, un inhibidor de otras rutas
inmunosupresoras, un inhibidor de la angiogénesis, un
activador de células T, un inhibidor de una ruta metabdlica,
un inhibidor de mTOR (del objetivo mecanico de rapamicina)
(por ejemplo, rapamicina, derivados de rapamicina, sirolimus,
temsirolimus, everolimus y deforolimus), un inhibidor de una
ruta de adenosina, un inhibidor de tirosina cinasa incluido
pero no limitado a inhibidores de inlyta, ALK (linfoma cinasa
anaplésica) (por ejemplo, crizotinib, ceritinib, alectinib vy
sunitinib), wun inhibidor BRAF (por ejemplo, vemurafenib vy
dabrafenib), un modificador epigenético, un inhibidor o

supresor de células Treg y/o de células supresoras derivadas

mieloides, un inhibidor JAK (Janus cinasa) (por ejemplo,
ruxolitinib y tofacitinb, varicitinib, filgotinib,
gandotinib, lestaurtinib, momelotinib, pacritinib %

upadacitinib), un inhibidor STAT (transductores de sefial vy
activadores de 1la transcripcidén) (por ejemplo, inhibidores
STAT1, STAT3 y STATS tales como fludarabina), un inhibidor de

cinasa dependiente de ciclina, un agente inmunogénico (por
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ejemplo, células cancerosas atenuadas, antigenos de tumor,
células que presentan antigeno tales como células dendriticas
pulsadas con antigeno derivado de tumor o &cidos nucleicos,
citocinas estimuladoras inmunes (por ejemplo, IL-2, IFNo2,
GM-CSF), un inhibidor MEK (por ejemplo, trametinib,
cobimetinib, binimetinib y selumetinib), un inhibidor GLS1,
un inhibidor PAP, un virus oncolitico, un inhibidor IDO (2, 3-
dioxigenasa de indoleamina-pirrol) vy células transfectadas
con genes que codifican las citocinas estimulantes inmunes
tales como, pero no limitadas a GM-CSF).

En algunas modalidades, el agente bioterapéutico es
un anticuerpo que incluye pero no se limita a un anticuerpo
anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-4-1BB, un anticuerpo anti-PD-
1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo anti-TIM3, un
anticuerpo anti-LAG3, un anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo
anti-0X40, un anticuerpo de IL-8, un anticuerpo anti-HVEM, un
anticuerpo anti-BTLA, un anticuerpo anti-CD40, un anticuerpo
anti-CD40L, anticuerpo anti-CD47, un anticuerpo anti-CSFI1R,
un anticuerpo anti-CSF1, un anticuerpo anti-MARCO,
anticuerpos anti-CXCR4, un anticuerpo anti-VEGFR1, un
anticuerpo anti-VEGFRZ2, un anticuerpo anti-TNFR1, un

anticuerpo anti-TNFR2, un anticuerpo biespecifico anti-CD3,
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un anticuerpo anti-CD19, un anti-CD20, un anticuerpo anti-
Her2, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-ICOS, un
anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD52, un anticuerpo
anti-CCR4, wun anticuerpo anti-CCR8, un anticuerpo anti-
CD200R, un anticuerpo anti-VISG4, un anticuerpo anti-CCR2, un
anticuerpo anti-LILRDb2Z2, un anticuerpo anti-CXCR4, un
anticuerpo anti-CD206, un anticuerpo anti-CD163, un
anticuerpo anti-KLRG1l, un anticuerpo anti-FLT3, un anticuerpo
anti-B7-H4, un anticuerpo anti-B7-H3 o un segundo anticuerpo
anti-GITR.

En consecuencia, en algunas modalidades, se utiliza
un anticuerpo anti-GITR junto con, por ejemplo, un anticuerpo
antagonista anti-PD-LI1, tal como BMS-936559 (MDX-1105),
MPDL3280A y avelumab (MSB0010718C); un anticuerpo antagonista
anti-PD-1 tal como por ejemplo, nivolumab (OPDIVO®) ,
pembrolizumab (KEYTRUDA®) y pidilizumab; un anticuerpo
antagonista anti-CTLA-4 tal como por ejemplo, ipilimumab
(YERVOY®) ; un anticuerpo antagonista anti-LAG-3 tal como BMS-
986016 y IMP701; un anticuerpo antagonista anti-TIM-3; un
anticuerpo antagonista anti-B7-H3 tal como por ejemplo,
MGA271; un anticuerpo antagonista anti-VISTA; un anticuerpo

antagonista anti-TIGIT; un anticuerpo antagonista anti-CD28;
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un anticuerpo antagonista anti-CD8O0; un anticuerpo
antagonista anti-CD86; un anticuerpo antagonista anti-B7-H4;
un anticuerpo antagonista anti-ICOS; un anticuerpo
antagonista anti-CD28; un modulador innato de la respuesta
inmune (por ejemplo, los TLR, KIR, NKG2A) y un inhibidor IDO.
En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se utiliza
junto con un agonista 4-1BB (CD137) tal como, por ejemplo,
PF-05082566 o urelumab (BMS-663513). En algunas modalidades,
un anticuerpo anti-GITR se utiliza junto con un agonista 0X40
tal como, por ejemplo, un anticuerpo agonista anti-0X-40. En
algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se utiliza junto
con otro agonista de GITR tal como, por ejemplo, TRX518. En
algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se utiliza junto
con un inhibidor IDO. En algunas modalidades, un anticuerpo
anti-GITR se utiliza junto con una terapia de citocinas tal
como, por ejemplo, sin limitacién, IL-2, IL-12, IL-7, IL-15,
IL.-21, IL-33, CSF-1, MCSF-1, etc.

Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen
agentes alquilantes tales «como tiotepa vy ciclofosfamida;
alquilsulfonates tales como busulfan, improsulfan y
piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbogquona,

meturedopa vy uredopa; etileniminas y metilamelaminas que
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incluyen altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida %
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y
bullatacinona); una camptotecina (incluyendo el topotecéan
analogo sintético); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos de adozelesina, carzelesina vy
anadlogos sintéticos de bizelesina); criptoficinas (en
particular criptoficina 1 vy criptoficina 8); dolastatina;
duocarmicina (incluyendo los andlogos sintéticos, KW-2189 vy

CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina;

espongistatina; mostazas de nitrbdgeno tales como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato del 6xido de
mecloretamina, melfaléan, novembicina, fenesterina,

prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina, ranimustina; antibiodéticos tales como los
antibiéticos de Enedina (por ejemplo caliqueamicina,
especialmente caliqueamicina gamma 1 y caliqueamicina phiIl,
ver, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33:183-186
(1994); dinemicina, incluyendo dinemicina A; bifosfonatos,

tales como clodronato; una esperamicina; asi como crombdéforo
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de neocarzinostatina y cromdéforos de antibidtico relacionados

con la cromoproteina eneidina), aclacinomisinas,
actinomicina, authramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, carabicina, caminomicina, carzinofilina,

cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina (incluyendo morfolino-
doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-
doxorubicina vy desoxidoxorubicina), doxorubicina liposomal
pegilada, epirubicina, esorubicina, idarubicina,

marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, é&cido

micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como
metotrexato y 5S5-fluorouracilo (5-FU); anadlogos de &acido

félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; andlogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; andlogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrbégenos tales como calusterona,

propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
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testolactona; anti-adrenalrs tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; reabastecedor de &cido fdélico tales
como acido frolinico; aceglatona; glicdésido de aldofosfamida;
adcido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona;
elformitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etogltcido;
nitrato de galio; hidroxiurea; lentinéan; lonidamina;

maitansinoidrs tales como maitansina y ansamitocinas;

mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; ©pirarubicina; losoxantrona; acido
podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; razoxano;
rizoxina; sizofurano; espirogermanio; dcido tenuazdbdnico;
triaziquona; 2,2",2"-triclorotrietilamina; tricotecenos

(especialmente la toxina T-2, verracurina A, roridina A vy
anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina;
mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabindsido
(“"Ara-C”); ciclofosfamida; tiotepa ; taxoides, por ejemplo
paclitaxel % doxetaxel; clorambucilo; gemcitabina; =
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; andlogos de platino
tales como cisplatino y carboplatino; wvinblastina; platino;
etopdésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina;

vinorelbina; novantrona; tenipdbdsido; edatrexato; daunomicina;
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aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de
topoisomerasa RF'S 2000; difluorometilornitina (DMFO) ;
retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina; y sales,
acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualgquiera
de los anteriores. También se 1incluyen agentes anti-
hormonales gque actuan para regular o inhibir 1la accién
hormonal de los tumores tales como anti-estrbdgenos vy
moduladores selectivos del receptor de estrdgeno (SERM),
incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, droloxifeno,
4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LYy117018,
onapristona y toremifeno (Fareston); inhibidores de aromatasa
que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccidédn de

estrbégenos de las glandulas adrenales, tales como, por

ejemplo, 4 (5)-imidazoles, aminoglutetinida, acetato de
megestrol, exemestano, formestano, fadrozol, vorozol,
letrozol y anastrozol; y anti-andrdégenos tales como

flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprdélido y goserelina;
y sales, &cidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se
utiliza junto con uno o mads de otros agentes terapéuticos que

dirigen un modulador de punto de control inmune, tal como,
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por ejemplo sin limitacidn, un agente que dirige PD-1, PD-11,
CTLA-4, LAG-3, B7-H3, B7-H4, B7-DC (PD-L2), B7-H5, B7-H6, B7-
H8, B7-H2, B7-1, B7-2, ICOS, ICOS-L, TIGIT, CD2, CD47, CDS8O,
Cbh86, <(CD48, (D58, (D226, CD155, <CD112, LAIR1, 2B4, BTLA,
cbleO, TIM1, TIM-3, TIM4, VISTA (PD-H1), 0X40, 0X40L, GITRL ,
cp70, CD27 , 4-1BB, 4-BBL, DR3, TL1A, CD40, CD40L, CD30,
CD30L, LIGHT, HVEM, SLAM (SLAMF1, CD150), SLAMF2 (CD48),
SLAMF3 (CD229), SLAMF4 (2B4, CD244), SLAMF5 (CD84), SLAMFG6
(NTB-A), SLAMCF7 (CS1), SLAMF8 (BLAME), SLAMF9 (CD2F), CD28,
CEACAMI1 (CD66a ), CEACAM3, CEACAM4, CEACAM5, CEACAM6, CEACAM7,
CEACAM8, CEACAM1-3AS CEACAM3C2, CEACAMI1-15, PSG1l-11, CEACAMI-
4C1, CEACAM1-4S, CEACAM1-41, IDO, TDO, CCR2, ruta de CD39-
CD73-adenosina (A2AR), los BTK, los TIK, CXCR2, CCR4, CCRS,
CCR5, 1la ruta de VEGF, CSF-1 o un modulador innato de 1la
respuesta inmune.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-GITR se
utiliza Jjunto con un agente Dbioterapéutico y un agente
quimioterapéutico. Por ejemplo, se proporciona un método para
tratar céncer en un sujeto en necesidad del mismo que
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva del
anticuerpo anti-GITR como se describe en donde, un anticuerpo

antagonista anti-PD-L1 (por ejemplo, avelumab) y un agente
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quimioterapéutico (por ejemplo, gemcitabina, metotrexato o un
andlogo de platino). En algunas modalidades, se proporciona
un método para tratar cancer en un sujeto en necesidad del
mismo que comprende administrar al sujeto wuna cantidad
efectiva del anticuerpo anti-GITR como se describe en donde,
un anticuerpo antagonista anti-PD-1 (por ejemplo, nivolumab
(OPDIVO®) o) pembrolizumab (KEYTRUDA®) % un agente
quimioterapéutico (por ejemplo, gemcitabina, metotrexato o un
andlogo de platino). En algunas modalidades, se proporciona
un método para tratar céancer en un sujeto en necesidad del
mismo que comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva del anticuerpo anti-GITR como se describe en donde,
un anticuerpo antagonista anti-CTLA-4 (por ejemplo,
ipilimumab (YERVOY®)) vy un agente quimioterapéutico (por
ejemplo, gemcitabina, metotrexato o un andlogo de platino).
En algunas modalidades, la terapia con el
anticuerpo anti-GITR puede preceder o seguir al otro agente
de tratamiento por intervalos que oscilan de minutos a
semanas. En modalidades donde se administran por separado los
otros agentes vy/o proteinas o polinucledtidos, uno podria
asegurar en general que un periodo significativo de tiempo no

caduque entre cada administracién, de modo que el agente y la
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composicidén de la presente invencidn podria ser capaz de
ejercer un efecto combinado de modo ventajoso en el sujeto.
En tales casos, se contempla que uno puede administrar ambas
modalidades durante aproximadamente 12-24 h una de la otra,
de mayor preferencia, durante aproximadamente 6-12 h una de
la otra. En algunas situaciones, puede desearse extender
significativamente el periodo de tiempo para la
administracién, sin embargo, cuando es un lapso de varios
dias (2, 3, 4, 5, 6 o 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, o,
7 u 8) entre las administraciones respectivas.

En algunas modalidades, una composicién de
anticuerpo anti-GITR comprende un segundo agente seleccionado
de crizotinib, palbociclib, gemcitabina, ciclofosfamida,
fluorouracilo, FOLFOX, adcido folinico, oxaliplatino,
axitinib, malato de sunitinib, tofacitinib, bevacizumab,
rituximab y trastuzumab.

En algunas modalidades, una composicién de
anticuerpo anti-GITR se combina con un régimen de tratamiento
que ademés comprende una terapia tradicional seleccionada del
grupo que consiste de: <cirugia, terapia de radiacién,
quimioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia, terapia

hormonal, inhibicién de la angiogénesis y cuidado paliativo.
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Formulaciones

Las formulaciones terapéuticas del anticuerpo anti-
GITR wutilizado de acuerdo con la presente invencidén se
preparan para su almacenamiento al mezclar un anticuerpo que
tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes
o estabilizadores opcionales farmacéuticamente aceptables,
(Remington, The Science y Practice of Pharmacy 20th Ed. Mack
Publishing, 2000), en forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o)
estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores
a las dosificaciones y concentraciones empleadas y pueden
comprender soluciones amortiguadoras tales como fosfato ,
citrato y otros &acidos organicos; sales tales como cloruro de
sodio; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico v
metionina; conservadores (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro
de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol

butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o

propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos con bajo peso molecular
(menor que aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales

como albumina de suero, gelatina o) inmunoglobulinas;
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polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o 1lisina; monosacaridos, disacaridos vy
otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; complejos metédlicos
(por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no
iénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG) .

Los liposomas que contienen el anticuerpo anti-GITR
se preparan mediante métodos conocidos en la técnica, tal
como se describe en Epstein, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:3688 (1985); Hwang, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA
77:4030 (1980); y las Patentes de los EE. UU. Nos. 4,485,045
y 4,544,545, Los 1liposomas con un tiempo de circulacidn
intensificada se describen en la Patente de los EE. UU. No.
5,013,556. Los liposomas particularmente UGtiles pueden
generarse mediante el método de evaporacidén de fase inversa
con una composicién lipidica que comprende fosfatidilcolina,
colesterol y PEG derivado de fosfatidiletanolamina (PEG-PE).

Los liposomas se extruyen a través de filtros o un tamafio de
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poro definido para producir liposomas <con el didmetro
deseado.

Los ingredientes activos también pueden atraparse
en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacidén o mediante la polimerizacién interfacial, por
ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcédpsulas de gelatina vy
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en
sistemas de administracidédn del farmaco coloidal (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nano-
particulas y nanocapsulas) 0O en macroemulsiones. Tales
técnicas se describen en Remington, The Science and Practice
of Pharmacy 20a edicidén. Mack Publishing (2000).

Pueden prepararse preparaciones de liberacién
sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sdélidos que contienen el anticuerpo, cuyas
matrices estdn en forma de articulos conformados, por
ejemplo, peliculas o microcédpsulas. Ejemplos de matrices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los EE. UU. No.

3,773,919), copolimeros de acido L-glutédmico vy 7-etil-L-
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glutamato, acetato de viniletileno no degradable, copolimeros
degradables de 4cido léactico-édcido glicélico tales como
LUPRON DEPOT ™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de A&cido léactico-adcido glicdélico y acetato de
leuprdlido), isobutirato del acetato de sacarosa y acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones que se van a utilizar para su
administracién in vivo deben ser estériles. Esto se logra
fadcilmente mediante, por ejemplo, filtracidén a través de las
membranas de filtracién estériles. Las composiciones
terapéuticas de anticuerpos anti-GITR se colocan en general
en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por
ejemplo, una bolsa o frasco de solucidén intravenosa que tiene
un tapén perforable por una aguja de inyeccidén hipodérmica.

Las composiciones de acuerdo con la ©presente
invencién pueden estar en formas de dosificacidén unitaria
tales como tabletas, pildoras, céapsulas, polvos, gréanulos,
soluciones o) suspensiones o) supositorios, para su
administracién oral, parenteral o rectal o administracién
mediante inhalacién o insuflacién.

Para preparar composiciones sélidas tales como

tabletas, el ingrediente activo principal se mezcla con un
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portador farmacéutico, por ejemplo, ingredientes de
tableteado convencional tales como almidén de maiz, lactosa,
sacarosa, sorbitol, talco, &cido estedrico, estearato de
magnesio, fosfato dicédlcico o gomas y otros diluyentes
farmacéuticos, por ejemplo agua, para formar una composicidn
de formulacidén previa sélida gque contiene una mezcla
homogénea de un compuesto de la presente invencidén o una sal
no toéxica farmacéuticamente aceptable de la misma. Cuando se
hace referencia a estas composiciones de formulacidén previa
como homogéneas, significa que el ingrediente active se
dispersa de modo uniforme a través de toda la composicidn a
modo que la composicidén pueda subdividirse facilmente en
formas de dosificacién unitaria igualmente efectivas, tales
como tabletas, ©pildoras y capsulas. La Composicidén de
formulacidén previa entonces se subdivide en formas de
dosificacidén wunitaria del tipo descrito anteriormente que
contiene de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 500 mg del
ingrediente activo de la presente invencidén. Las tabletas o
pildoras de la composicién novedosa pueden recubrirse o de
otro modo componerse para proporcionar una forma de
dosificacidén que permita la ventaja de una accidén prolongada.

Por ejemplo, la tableta o pildora puede comprender un
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componente de dosificacidén interno y uno de dosificacidn
externo, la Ultima estando en forma de una envoltura sobre la
anterior. Los dos componentes pueden separarse mediante una
capa entérica que sirve para resistir la desintegracidédn en el
estdémago y permite que el componente interno pase intacto al
duodeno o se retrase en su liberaciédn. Pueden utilizarse una
variedad de materiales para tales capas o recubrimientos
entéricos, tales materiales incluyen una cantidad de acidos
poliméricos y mezclas de los &cidos poliméricos con tales
materiales como shellac, alcohol cetilico vy acetato de
celulosa.

Los agentes de superficie activa adecuados
incluyen, en particular, agentes no idbénicos, tales como
polioxietilensorbitanes (por ejemplo, Tween™ 20, 40, 60, 80 u
85) y otros sorbitanes (por ejemplo, Span'" 20, 40, 60, 80 u
85). Las composiciones con un agente de superficie activa
comprenderdn de modo conveniente entre 0.05 y 5% del agente
de superficie activa y pueden estar entre 0.1 y 2.5%. Si es
necesario, se apreciaréa que pueden agregarse otros
ingredientes, por ejemplo, manitol u otros vehiculos

farmacéuticamente aceptables.
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Las emulsiones adecuadas pueden prepararse
utilizando emulsiones grasas comercialmente disponibles,
tales como Intralipid", Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ vy
Lipiphysan™. El ingrediente activo puede ya sea disolverse en
una composicién de emulsidén mezclada previamente o puede
disolverse alternativamente en un aceite (por ejemplo, aceite
de soya, aceite de céartamo, aceite de algoddn, aceite de
ajonjoli, aceite de maiz o aceite de almendras) y una
emulsién formada después de mezclar con un fosfolipido (por
ejemplo, fosfolipidos de huevo, fosfolipidos de soya o
lecitina de soya) y agua. Se apreciard que pueden agregarse
otros 1ingredientes, por ejemplo, glicerol o glucosa, para
ajustar la tonicidad de la emulsidén. Las emulsiones adecuadas
normalmente contendrdn hasta 20% de aceite, por ejemplo,
entre 5 y 20%. La emulsidén grasa puede contener gotitas de
grasa entre 0.1 y 1.0 um, en particular 0.1 y 0.5 um y tienen
un pH en el margen de 5.5 a 8.0.

Las composiciones emulsionantes pueden ser aquellas
preparadas al mezclar un anticuerpo anti-GITR con Intralipid™
o los componentes del mismo (aceite de soya, fosfolipidos de

huevo, glicerol y agua).
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Las composiciones para la inhalacidén o insuflacidn
incluyen soluciones y suspensiones en solventes y polvos
orgadnicos o acuosos farmacéuticamente aceptables o mezclas de
los mismos. Las composiciones liquidas o sdélidas pueden
contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados
como se establece anteriormente. En algunas modalidades, 1las
composiciones se administran por la via respiratoria oral o
nasal para un efecto local o sistémico. Las composiciones en
solventes farmacéuticamente aceptables preferiblemente
estériles pueden nebulizarse mediante el uso de gases. Las
soluciones nebulizadas pueden 1inhalarse directamente del
dispositivo de nebulizacidén o el dispositivo de nebulizacidn
puede unirse a una mascarilla, tienda o mégquina de presidn
positiva «con presién intermitente. Las composiciones en
soluciédn, suspensidn o0 polvo pueden administrarse de
preferencia via oral o nasal a partir de dispositivos que

administren la formulacidén de una manera apropiada.

Kits
La invencién también proporciona kits que
comprenden cualquiera o todos los anticuerpos descritos en la

presente. Los kits de la invencidén incluyen uno o mas
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recipientes gque comprenden un anticuerpo anti-GITR descrito
en la presente e instrucciones de wuso de acuerdo con
cualquiera de los métodos de la invencién descrita en la
presente. En general, estas instrucciones comprenden una
descripcién de la administraciédn del anticuerpo anti-GITR
para los tratamientos terapéuticos descritos anteriormente.
En algunas modalidades, los kits se ©proporcionan para
producir una unidad de administracidén de dosis unitaria. En
ciertas modalidades, el kit puede contener tanto un primer
recipiente gque tenga una proteina seca como un segundo
recipiente que tenga una formulacidén acuosa. En ciertas
modalidades, se incluyen kits que contienen jeringas
unitarias llenadas previamente y de multiples camaras (por
ejemplo, Jjeringas y liojeringas con liquido).

En algunas modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo humano. En algunas modalidades, el anticuerpo es
un anticuerpo  humanizado. En algunas modalidades, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Las instrucciones
relacionadas con el uso de un anticuerpo anti-GITR incluyen
en general informacidén como la dosificacidén, esquema de
dosificacién y wvia de administracién para el tratamiento

previsto. Los recipientes pueden tener dosis unitarias,
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paquetes por volumen (por ejemplo, paquetes de multiples
dosis) o dosis sub-unitarias. Las instrucciones suministradas
en los kits de 1la invencidén normalmente son instrucciones
escritas en una etiqueta o inserto de paquete (por ejemplo,
una hoja de papel incluida en el kit), pero también son
aceptables instrucciones 1legibles a médquina (por ejemplo,
instrucciones llevadas a cabo en un disco de almacenamiento
magnético u éptico).

Los kits de esta invencidén tienen un embalaje
adecuado. El embalaje adecuado incluye, pero no se limita a,
viales, botellas, frascos, embalaje flexible (por ejemplo,
bolsas de Mylar o plastico selladas) y similares. También se
contemplan paquetes para su uso en combinacidén con un
dispositivo especifico, tal como un inhalador, dispositivo de
administracién nasal (por ejemplo, un atomizador) o un
dispositivo de infusién tal como una minibomba. Un kit puede
tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente
puede ser una bolsa de solucidén intravenosa o un vial dque
tiene un tapdédn perforable mediante una aguja de inyeccidn
hipodérmica). El1l recipiente también puede tener un puerto de
acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una

bolsa de solucidén intravenosa o un vial qgque tiene un tapdn
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perforable mediante una aguja de inyeccidén hipodérmica). Al
menos un agente active en la composicién es un anticuerpo
anti-GITR. El recipiente ademds puede comprender un Segundo
agente farmacéuticamente activo.

Los kits pueden proporcionar opcionalmente
componentes adicionales tales como soluciones amortiguadoras
e informaciédn interpretativa. Normalmente, el kit comprende
un recipiente y una etiqueta o 1insertos de paquete en o

asociados con el recipiente.

Depdbdbsito bioldgico

Los materiales representativos de la ©presente
invencién se depositaron en la Coleccién Americana de Tipos
de Cultivo, 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-
2209, EE. UU., el 10 de noviembre de 2016. El1 vector h3G7R5-
VH que tiene el No. de acceso ATCC PTA-123632 es un
polinucleétido que codifica la regidén wvariable de cadena
pesada h3G7R5 y el vector que tiene el No. de acceso ATCC
PTA-123633 es un polinucledétido que codifica la regidn
variable de cadena ligera h3G7R5. Los depdsitos se hirvieron
bajo las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el

Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
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para el ©propdésito del Procedimiento de la Patente vy
Regulaciones de la misma (Tratado de Budapest) . Esto
garantiza el mantenimiento de un cultivo viable en el
depdsito durante 30 afios a partir de la fecha de depdsito. EI
depdsito estard disponible por ATCC bajo los términos del
Tratado de Budapest y sujeto a un acuerdo entre Pfizer, Inc.
y ATCC, lo cual garantiza una disponibilidad permanente y no
restringida al publico de 1la progenie del cultivo en el
depdésito después de la emisidén de la Patente de los EE. UU.,
pertinente o al exponerse al publico de cualgquier solicitud
de patente extranjera o de EE. UU., lo que suceda primero y
garantice la disponibilidad de la progenie a uno determinado
por el Comisionado de Patentes y Marcas Comerciales de los
EE. UU., para tener derecho segun 35 U.S.C. § 122 vy las
reglas del Comisionado en virtud del mismo (incluyendo 37
C.F.R. § 1.14 con referencia particular a 886 0OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado
que, si un cultivo de 1los materiales en depdsito pudiera
morir o perderse o destruirse cuando se cultive Dbajo las
condiciones adecuadas, los materiales se reemplazaran de
inmediato a la notificacién con otro del mismo. La

disponibilidad del material depositado no debe interpretarse
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como una licencia para practicar la invencidn en
contravencién de los derechos otorgados bajo la autoridad de
cualgquier gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.

Los siguientes ejemplos se ofrecen solo ©para
propdsitos ilustrativos y no pretenden limitar de ninguna
manera el alcance de la presente invencidén. De hecho,
diversas modificaciones de 1la invencidén ademéds de aquellas
mostradas y descritas en la presente se volverdn aparentes
para aquellos con experiencia en la técnica a partir de 1la
descripcién anterior y caen dentro del alcance de las

reivindicaciones anexas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Expresién de GITR en células T de sangre

periférica humana.

Este ejemplo ilustra la expresidén de GITR por una
fraccién menor de subconjuntos de células T de sangre
periférica en humanos.

Se evaludé la expresidédn de GITR en células T de
sangre periférica de donadores sanos. Las células T
reguladoras (Tregs) CD4+ Foxp3+ contuvieron una fraccidn

significativamente mayor de células que expresan GITR (14.35
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+/-1.9%) comparadas con las células T convencionales (Tconv)
CD4+ Foxp3 (4.75 +/-1.3% de células positivas GITR) o células
T CD8+ (1.68 +/- 0.4% células positivas GITR) (Figura 1A). La
densidad del anticuerpo anti-GITR de wunidén a las células
positivas a GITR fue significativamente menor en las células
Tconv CD4+ comparadas con las células Treg o CD8+ (Figura
1B) . Las células Treg son una fraccidén menor gue comprende
1.723 +/- 0.61%, mientras que Tconv CD4+ comprenden 33.88 +/-

3

o

y las células T CD8+, 20.95 +/- 5.4

o\

de células

mononucleares de sangre periférica (Figura 1C).

Ejemplo 2: Expresién de GITR y OX40 en infiltrado

de células inmunes de carcinoma de células renales en humanos

Este ejemplo ilustra los niveles de expresidén de
GITR y 0X40 en las Treg asociadas al carcinoma de células
renales (RCC).

Se evalud la expresidén de GITR y 0OX40 en células T
que infiltran el carcinoma de células renales. Las Treg CD4+
Foxp3+ Helios+ que infiltran RCC contuvieron mas células que
expresaban GITR y 0X40 que las células T CD8+ y méas células
Treg y Tconv qgue expresaron O0X40 que las células T CD8+

(Figura 2A). De las Treg, 67.8+/- 12.2% expresaron GITR vy
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76.5+/- 6.5% expresaron 0X40. Mientras que de las Tconv CD4+
asociadas con, 22.8+/-7.5% expresaron GITR y 32.97+/- 3.9%
expresaron 0OX40 y células T CD8+, 12.3+/- 5% expresaron GITR
y 9.7+/- 3.4% expresaron 0X40 (Figura 2A). También se evalud
la densidad de unién a los anticuerpos GITR y O0X40 en las
células T asociadas a RCC. La densidad de wunién a los
anticuerpos GITR y 0X40 fue significativamente mayor en las
Treg que en las células Treg o células Tconv CD4+ (Figura
2B) . De este modo, 0X40 y GITR se expresaron de forma similar
por las células T asociadas al tumor \% fueron
diferencialmente superiores a las Treg comparadas con las
células T CD8+ y las células Teff CD4+.

Las células Treg fueron una fraccidédn menor de las
células inmunes CD45+ gque infiltraron el tejido del carcinoma
de células renales, comprendiendo 3.29 +/- 0.82%, mientras
que las Tconv CD4+ comprendieron 15.3 +/- 3% y las células T

CD8+, 41.29 +/- 5.6% (Figura 2C).

Métodos

Enriquecimiento de PBMC a partir de sangre total concentrada

Los linfocitos humanos primarios se aislaron a

partir de sangre total concentrada proporcionada por el Banco
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de Sangre de Stanford al diluir primero la sangre 1:4 en
Solucién Salina Amortiguada con Fosfato (PBS, sin Ca2+ ni
Mg2+) . Se aislaron Células Mononucleares de Sangre Periférica
(PBMC) utilizando una capa base de degradado Ficoll (Ficoll-
Paque PLUS, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA). La
capa leucocitaria cosechada se lavé dos veces con PBS y se
contd. Las células se suspendieron de nuevo a 50*10e6c¢c/mL en

PBS+Suero Fetal de Bovino (FBS) al 2% y se procesaron con el

kit de enriquecimiento negativo de CD3 (Stem Cell Tech
Vancouver, BC) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Aislamiento y andlisis de los linfocitos asociados al tumor:

Digestién de las muestras de tumor humanas

El tejido de tumor principal se recibid completo y
se procesd internamente. El1 tejido se cortd en partes
pequefias con un escalpelo u hoja de rasurar a < 0.5 cm®. La
disociacidén enzimética se realizdé utilizando un Kit de
Disociacién de Tumor Humano (Miltenyi Biotec, San Diego, CA).
La monosuspensién del tumor se aseqgurd al hacer pasar la
suspensién celular sobre un filtro de 70um. Se corrid la

lisis de RBC (si fue apropiada) wutilizando la solucidn
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amortiguadora de lisis ACK (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) durante 5 minutos a T.A. Las muestras procesadas
del tumor se congelaron y Se reservaron para un andlisis de
sangre futuro a -80°C en suero humano al 90% + DMSO al 10%.
Para su analisis, las células de tumor disociadas congeladas
se descongelaron en RPMI suplementado con HI FBS al 10% y se
dejaron reposar durante la noche antes del andlisis FACS. Las
células se lavaron del medio y suspendieron de nuevo en

solucidén amortiguadora FACS.

Tincidén del anticuerpo y andlisis de citometria de flujo

Se utilizdé un panel de control a modo que el fondo
del anticuerpo pudiera corregirse con una Florescencia Menos
Uno (FMO) 1la cual no incluydé anticuerpos intracelulares o
anticuerpos Alexa 647 (A647). Las células se tifieron con un
anticuerpo m3G7 conjugado a A647 a 1lpg/ml junto con
anticuerpos especificos para los receptores de superficie
humana CD45, CD3, CD4, CD8 todos de BD (BD Biosciences, San
Josa, CA) se diluyeron 1:50 en solucidén amortiguadora FACS vy
una Tincidén Celular Violeta Fijable LIVE/DEAD (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Se utilizdé el kit permanente de

fijacidén Foxp3 (eBioscience, San Diego, CA.) para tefiir las
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células con los marcadores intracelulares Helios (22F6,
Biolegend) y Foxp3 (259D, Biolegend) segin instrucciones del

fabricante.

Andlisis vy segmentacién para el andlisis por

citometria de flujo.

Las muestras se analizaron después de su
adquisicidén wutilizando el software Flow Jo (Treestar, CA).
Las células inmunes vivas se identificaron y segmentaron como
el tinte negativo de CD45hi para células vivas/muertas,
células convencionales CD4+ (CD3+CD4+Foxp3-), células CD8+
(CD3+) y las Treg (CD3+CD4+Foxp3+Helios+/-). Se utilizd una
intensidad de fluorescencia media de A647 para examinar la
sefial fluorescente relativa y por ciento de expresidén a
través de muestras que utilizaron muestras FMO para
configurar la segmentacidén y controles de color simple para
configurar la compensacidn. Los wvalores de datos se
exportaron al software GraphPad Prism para su representacidn
grafica y andlisis estadisticos. Los conjuntos de datos se
analizaron utilizando un ANOVA pareado de un extremo con
correcciodn de Geisser-Greenhouse % la correcciodn de

comparaciones multiples de Dunnets o T student no pareada
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como se 1indicé. La significancia del valor P se caracteriza

como < 0.05* significativa, < 0.01** més significativa, <

0.001*** altamente significativa.

5 Ejemplo 3 Determinacién de la cinética y afinidad
de las interacciones GITR/IgG en diferentes especies
Este ejemplo muestra la cinética y afinidad de
interaccidén de GITR /IgG humana, GITR/IgG de cynomolgus vy
GITR/IgG de ratén a 37°C con diferentes anticuerpos anti-
10 GITR. Ver Tablas 6 y 7.
Tabla 6
Cinética GITRh (37°C) Cinética GITRc (37°C)
k. kg ti/2 k. ti/2
(1/Ms) (1/s) (min) K (M) (1/Ms) ka (1/s) (min) Ko (nM)
m3G7 > 100 > 100
15 | n3e7 m1 7.8E-02 | 0.15 | > 100
h3G7 AM | 1.1E+06 | 1.9E-02 | 0.61 17 6.7E+05 | 8.8E-03 1.3 13
h3G7 R5 | 9.0E+05 | 4.58-03 | 2.6 5.0 6.0E+05 | 3.8E-03 3.0 6.4
h3G7 LF | 6.9E+05 | 1.58-02 | 0.76 22 3.3E+05 | 2.3E-02 0.51 69
m10H2 3.5E+05 | 7.7E-04 15 2.2 - 7.3E-03 1.6 > 100
h10H2 5.63E-
5y - 02 0.21 > 100 - - - > 100
h10H2 1.54E-
aM 2.33E+05 03 7.5 6.6 - 1.1E-02 1.1 > 100
20
Tabla 7
Cinética GITRm (37°C)
mAb k. (1/Ms) kg (1/s) ti/2 (min) K, (nM)
mIgG2a r1l8H12 anti-mGITR 2.2E+05 4.9E-04 24 2.2
mIgG2a r21B6 anti-mGITR 3.1E+05 6.5E-03 1. 21
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Todos los experimentos se hicieron en un biosensor
de resonancia de plasmén de superficie Biacore T200 (GE

Lifesciences, Piscataway NJ).

a. Interacciones de GITR /IgG humana y GITR/IgG de cynomolgus

Preparacidén del chip sensor

La preparacién del chip sensor se realizdé a 25°C
con una solucidén amortiguadora de ejecucién de HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.05% (v/v), pH 7.4. Se elabord un
chip sensor Fc anti-humano al activar todas las celdas de
flujo de un chip sensor CM4 Biacore con una mezcla 1:1 (v/v)
de EDC 400 mM y NHS 100 mM durante 7 minutos, a una tasa de
flujo de 10 pL/min. Se diluydé un reactivo Fc anti-humano (Fc
de IgG anti-humano de cabra, No. de catdlogo SouthernBiotech
2081-01) a 30 pg/mL en acetato de sodio 10 mM pH 4.5 y se
inyecté en todas las celdas de flujo durante 7 minutos a 20
pL/min. Todas las celdas de flujo se Dbloquearon con
etilendiamina 100 mM en solucidén amortiguadora de borato 150

mM pH 8.5 durante 7 minutos a 10 pL/min.
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Ensayo de cinética y afinidad
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Los experimentos se realizaron a 37°C utilizando
una solucién amortiguadora de ejecucidén de HEPES 10 mM, Na C1l
150 mM, Tween 20 al 0.05% (v/v), pH 7.4, 1 mg/mL de BSA.

Los anticuerpos se capturaron a partir de 1los
sobrenadantes sin diluir sobre las celdas de flujo corriente
abajo (celdas de flujo 2, 3 y 4) a una tasa de flujo de 10
pL/min durante 2 minutos. Se capturaron anticuerpos
diferentes en cada celda de flujo. La celda de flujo 1 se
utilizé como una superficie de referencia. El1 analito de la
siguiente captura de anticuerpos (solucidén amortiguadora,
GITRh o GITRcy) se inyectd a 30 pL/min en todas las celdas de
flujo durante dos minutos. Después de 1la inyeccidén del
analito, 1la disociacidén se monitored durante 10 minutos
seguida por la regeneracidédn de todas las celdas de flujo con
tres inyecciones de un minuto de &acido fosférico 75 mM. Para
cada anticuerpo capturado, se realizaron las siguientes
inyecciones de analitos: solucidén amortiguadora, GITRh 20 mM,
GITRh 200 mM, GITRcy 20 mM y GITRcy 200 mM. Los ciclos de
solucidén amortiguadora se recolectaron para cada anticuerpo
capturado para propdsitos de doble referencia de anticuerpo

capturado (doble referencia como se describe en Myszka, J.
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Mol. Recognit. 12:279-284 (1999). Los sensogramas de doble
referencia se ajustaron globalmente a un modelo simple de

unién de Langmuir 1:1 con transporte de masa.

b. Interacciones de GITR/IgG de ratdn

Preparacibén del chip sensor

La preparacién del chip sensor se realizdé a 25°C
con una solucidén amortiguadora de ejecucidén de HEPES 10 mM,
Na Cl1 150 mM, Tween 20 al 0.05% (v/v), pH 7.4. Se elabord un
chip sensor de Fc anti-ratdén al activar todas las celdas de
flujo de un chip sensor CM4 Biacore con una mezcla (v/v) 1:1
de EDC 400 mM y NHS 100 mM durante 7 minutos, a una tasa de
flujo de 10 pL/min. Se diluydé un reactivo de inmunoglobulina
anti-ratdén (anticuerpos de inmunoglobulina anti-ratén de
conejo del Kit de Captura de Anticuerpos de Ratdén Biacore,
No. de catdlogo de GE Lifesciences BR-1008-38) en 60 upg/mL de
acetato de sodio 10 mM pH 5.0 y se inyectd en todas las
celdas de flujo durante 7 minutos a 20 pL/min. Todas las
celdas de flujo se bloguearon con etilendiamina 100 mM en una
solucidén amortiguadora de borato 50 mM pH 8.5 durante 7

minutos a 10 pL/min.
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Ensayo de cinética y afinidad

Los experimentos se realizaron a 37°C wutilizando
una solucién amortiguadora de ejecucidén de HEPES 10 mM, Na C1l
150 mM, Tween 20 al 0.05% (v/v), pH 7.4, 1 mg/mL de BSA.

Los anticuerpos purificados se capturaron en 10
ng/mL sobre las celdas de flujo corriente abajo (celdas de
flujo 2, 3 y 4) a una tasa de flujo de 10 pL/min durante 2
minutos. Los diferentes anticuerpos se capturaron en cada
celda de flujo. La celda de flujo 1 se utilizdé como una
superficie de referencia. Después de la captura del analito
de los anticuerpos (solucidén amortiguadora o GITRm) se
inyecté a 30 pL/min en todas las celdas de flujo durante dos
minutos. Después de la inyeccidén del analito, la disociaciédn
se monitoredé durante 10 minutos seguida por la regeneracidn
de todas las celdas de flujo con una inyeccidén de 3 minutos
de glicina 10 mM pH 1.7. Se analizdé una serie de diluciones
de GITRm de 5 miembros wutilizando este método, donde la
concentracién superior fue de 300 nM y el factor de dilucidn
fue de 3 wveces. La dilucidén 33 nM se corrid por duplicado.
Los ciclos de solucién amortiguadora se recolectaron para
cada anticuerpo capturado para propdsitos de doble referencia

doble referencia como se describe en Myszka, J. Mol.



10

15

20

200

Recognit. 12:279-284 (1999) . Los sensogramas de doble
referencia se ajustaron globalmente a un modelo simple de

unién de Langmuir 1:1 con transporte de masa.

Ejemplo 4: Unidén del anticuerpo GITR a las células

T activadas y las Treg

Este ejemplo ilustra que los diferentes anticuerpos
anti-GITR se unen a las células Tefectoras vy 1las Treg
activadas de modo similar con una respuesta de dosis.

Los anticuerpos anti-GITR se evaluaron para sus
caracteristicas de unién a las células T y las Treg. Para
incrementar la expresién de GITR en células T de sangre
periférica recién aisladas, las células T vy las Treg
purificadas se activaron in vitro. Los anticuerpos m3G7 vy
ml0H2 de GITR mostraron una unidén similar a las células T
activadas como se evalta en una intensidad media de
fluorescencia de un anticuerpo de unidén secundaria a los
anticuerpos anti-GITR humanos (Figura 3A). Los anticuerpos RS
(h3G7R5), R9 (h3G7N9) vy R13 (10H2N13) de GITR tuvieron
patrones de wunidén similares a las Treg activadas vy el
anticuerpo R14 (10H2 N14) tuvo una intensidad de unidén menor

comparada con los otros anticuerpos (Figura 3B).
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Métodos

Enriquecimiento y activacién in vitro de las células T.

Los linfocitos primarios humanos se aislaron a
partir de sangre total concentrada proporcionada por el Banco
de Sangre de Stanford al diluir primero la sangre 1:4 en
Solucidén Salina Amortiguada con Fosfato (PBS, sin Ca2+ vy
Mg2+) . Las Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)
se aislaron utilizando una capa base de gradiente Ficoll
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
PA) . La capa leucocitaria cosechada se lavd dos veces con PBS
y se contdé. Las células se suspendieron de nuevo a
50*10e6c/mL en PBS+Suero Fetal de Bovino al 2% (FBS) y se
procesaron con el kit de enriquecimiento de CD3 negativas
(Stem Cell Tech Vancouver, BC) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después del enriquecimiento,
las células se contaron y congelaron en alicuotas de 10-
20*10e6 en un medio de congelacién de FBS al 90% y DMSO al
10% para su uso futuro. Para la activacidn, se descongeld un
vial de células de un donador de células T y dejdé reposar
durante la noche en R10c (RPMI 1640 + FBS al 10% + 1x NEAA
+1x piruvato de sodio + 1x Pen-Strep) a 1*10e6 células/mL en

un matraz T75. Las células se contaron y estimularon durante
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48 horas con células T CD3/28 humanas Dynabeads activando las
pelotillas en una relacidén de perla a célula de 1:1 (Thermo
Fisher). Después de 48 horas, las células se retiraron del
medio y se lavaron con 1x PBS. Las células se titularon en
una placa de 96 pozos donde se tifieron con anticuerpos anti-
GITR humano de ratdén (100- 0.001 ug/mL) en PBS y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C. El anticuerpo sin unir se lavd de
las células y se utilizdé un APC etiquetado con el fragmento
especifico Fc gamma (Fcy) de IgG F(ab'),affiniPure anti-ratdn
de cabra (Jackson ImmunoResearch Laboratories 1Inc, West
Grove, PA) para detectar el anticuerpo de fraccidn primaria.
Después de la tincidén secundaria, la placa se lavd con 1x PBS
y se centrifugd a 335xg (1200 rpm). Los pozos se suspendieron

de Nuevo en PBS + PBS al 2% y se adguirieron en HTS.

Clasificacién y expansiédn de las Treg primarias

El aislamiento y expansidén de Treg se basdé en el
protocolo de Putnam et al. (Diabetes. 58(3):652-62 (2009)).
Especificamente, los linfocitos humanos primarios se aislaron
a partir de sangre total concentrada proporcionada por el
Banco de Sangre de Stanford al diluir primero sangre 1:4 en

Solucién Salina Amortiguada con Fosfato (PBS, sin Ca2+ vy
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Mg2+) . Las Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)
se aislaron utilizando una capa base de gradiente Ficoll
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
PA). La capa leucocitaria cosechada se lavd dos veces con PBS
y se contdé. Las células se suspendieron de nuevo a
50*10e6c/mL en PBS + Suero Fetal de Bovino al 2% (FBS) y se
procesaron con el kit de enriquecimiento de CD4 negativas
(Stem Cell Tech Vancouver, BC) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después del enriquecimiento,
las células se contaron y prepararon para la clasificacién
FACS.

La solucidén amortiguadora de tincidén de Treg se
prepard como PBS con Suero de Ratpon Normal al 2% (Jackson
ImmunoResearch Laboratories 1Inc, West Grove, PA) y Suero Ab
Humano al 2% (Corning CellGro, Manassas, VA). Las células
enriquecidas con CD4 negativas se tifieron durante 30 minutos
a T.A. en solucidén amortiguadora de tincidén de Treg con CD3,
Ch4, CD8, CD25 y CD127 diluidas 1:50, excepto las CD25 que se
tifieron diluidas a 1:12.5. Todos los anticuerpos se
proporcionaron por BD. (CD3-APC (UCHT1), CD4:PacBlue (RFP-T4,
BD26986), CD8:BV786 (HIT8a, BD555635) ,CD127:PECy7 (M21,

BD650822), CD25:PE (2A3, BD340938). Después de la tincién,
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las células se lavaron y suspendieron de nuevo en 50*10e6
c/mL en solucidén amortiguadora de Treg. Se corrid 1la
clasificacién FACS en la plataforma Aria (BD Biosciences, San
Jose, CA). Las Treg, identificadas por su firma fenotipica de
CD3+CD4+CD25hiCD127 bajo, se clasificaron con FACS vy
verificaron para un 98% + pureza al adquirir una fraccién
pequefia de la muestra clasificada. Las células apropiadas se
corrieron a través de una segunda <clasificacidén para
maximizar la pureza.

Las células de la clasificacién FACS se contaron vy
suspendieron de nuevo a 0.25*10e6c/mL en un medio de
expansién de Treg compuesto del Instituto Memorial park
Roswell (RPMI)-1640 suplementado con suero AB Humano al 5% vy
1 x MEM-NEAA, piruvato de sodio y Peniciluna-Estreptomicina
(LifeTechnologies, San Diego, CA) con perlas expansoras de
Treg 1:1 (Life Technology, San Diego, CA). Después de dos
dias, el volumen medio se duplicé y se agregd IL-2 humana
recombinante en 300 UI/mL. En los dias 5, 7 y 9 las células
se contaron y subcultivaron en 0.25*10e6c/mL con 300 UI/mL de
IL2. Ademés del subcultivo en el dia 9, se agregaron perlas

expansoras de Treg 1:1 al cultivo para “estimular de nuevo”
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las Treg. En el dia 13, las células se cosecharon para

ensayos funcionales y de uniédn.

Fenotipo de las Treg expandidas primarias

Las Treg cultivadas serian rastreadas a través de
toda la expansién para verificar la pureza. Las células se
suspendieron de Nuevo en una solucidén amortiguadora FACS, PBS
con FBS al 2% para su anadlisis utilizando marcadores de CD
conjugados con fluordéforo. Los anticuerpos FACS contra GITR vy
otros marcadores de CD de linfocitos se prepararon en una
solucidén amortiguadora FACS a la concentracidn apropiada y se
incubaron durante 30 minutos a T.A. La tincidén de la pureza
de Treg utiliza objetivos intracelulares y se procesaron con
el kit de fijacién/permanencia Foxp3 (Affymetrix/eBiosciense,
San Diego, CA). Las células tefiidas se suspendieron de nuevo
en solucién amortiguadora FACS recién preparadas vy se
analizaron en un analizador FACS LSRII o Fortessa (BD
Biosciences, San Jose, CA). Para generar los datos cinéticos
y de unidén, el anticuerpo sin conjugar se tituld a partir de
10-0.00lug/mL (en diluciones en serie 1:10, ©pozos por
triplicado por concentracidén) y se incubaron a 4c durante 60

minutos con 1*10e5 de las Treg expandidas el dia 12 por pozo.
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El anticuerpo sin unir se lavd de las células y se utilizd un
A647 etiquetado con un fragmento especifico de Fc gamma (Fcy)

de IgG F(ab'), affiniPure anti-humano de cabra para detectar
el anticuerpo de unidén (Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc, West Grove, PA). Andlisis de células tefiidas completado
con FlowJo (Treestar). Se utilizdé la media geométrica de APC
para calcular la EC50 mediante la transformacidédn logaritmica
de la concentracidédn molar y generar una curva de ajuste no

lineal en GraphPad Prism.

Ejemplo 5: Los anticuerpos de GITR median la

citotoxicidad celular

Este ejemplo muestra que los anticuerpos de GITR
median la citotoxicidad celular en dos ensayos in vitro: 1)
citotoxicidad celular mediada por el anticuerpo (ADCC)
mediada por las PBMC no fraccionadas y 2) fagocitosis celular
mediada por el anticuerpo (ADCP) mediada por macréfagos.

Los anticuerpos m3G7 y mlOH2 de IgGlh anti-GITR
mostraron niveles similares de ADCC de una linea de células T
GITR+ comparados con el isotipo de control, con un exterminio
maximo de células objetivo a 0.0lug/ml de 78.5% para m3G7 vy

de 83.4% para mlOH2 (Figura 4A)
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Los macrdéfagos asociados al tumor (TAM) se han
implicado como la citotoxicidad dirigida por el anticuerpo
que media la poblacién celular de las Treg en ratones
(Simpson et. al. J. Exp. Med. 210(9): 1695-1710 (2013);
Bulliard et. al. J. Exp. Med. 210(9): 1685-93 (2013)). Se
evalué la citotoxicidad mediada por el anticuerpo GITR de una
linea celular de células T GITR+ por macrdéfagos derivados de
monocitos humanos. Los anticuerpos de IgGlh de GITR habilitan
a los macrdéfagos a mediar un exterminio de células T GITR+
dependiente de la dosis (Figura 4B). Los anticuerpos de GITR
no fueron equivalentes; los anticuerpos h3G7 R5 (“R5”), h3G7
R9 (“R9”), hl10H2 R13 (“R13”) y hl0OH2 R14 (“R14”), tuvieron
una EC50 de 919.7, 692.2, 4450. 2013 pM, respectivamente. La
citotoxicidad mediada por macrdéfagos fue dependiente de la Fc
del anticuerpo GITR. La actividad citotdxica se perdid con la
mutaciédn N297A que redujo la unién a FcR (Chao et al.

Immunol. Invest. 38(1l): 76-92 (2009)). (Figura 4C).

Métodos

Ensayo ADCC con PBMC efectoras y GITR+ objetivo

Los linfocitos humanos primarios se aislaron a

partir de la sangre total concentrada proporcionada por el
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Banco de sangre de Stanford al diluir primero la sangre 1:4
en Solucidén salina amortiguada con fosfato (PBS, sin Ca2+ ni
Mg2+) . Las Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)
se aislaron utilizando una capa base de gradiente Ficoll
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
PA) . La capa leucocitaria cosechada se lavd dos veces con PBS
y se contd. Las PBMC se suspendieron de nuevo a 3*10e6
células/mL en RPMI suplementado con FBS al 10% y 1 x MEM-
NEAA, piruvato de sodio y Penicilina-Estreptomicina (Life
Technologies, San Diego, CA). La linea de células T de Jurkat
GITR+ se tifidé en PBS con Violeta de Traza Celular
(LifeTechnologies, San Diego, CA). Después del etiquetado,
las células de Jurkat se suspendieron de nuevo a 3*10e5c/mL.
Se hicieron series de diluciones de los anticuerpos anti-GITR
al titular 1:10 de 40ug/mL a .0004ug/mL de una solucidn (6
concentraciones) . Se sembraron en placas 50ul,. de un
anticuerpo titulado por pozo de una placa con fondo tipo U de
96 pozos junto con 50ul. de las células de Jurkat etiquetadas
y 100ul de PBMC para crear una relacidén efectora a objetivo
de 20:1 con un anticuerpo final [10-.000lug/mL]. Las placas
se incubaron durante la noche (~18 horas) y al siguiente dia

las placas se cosecharon para su analisis.
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Las placas con pozos tipo U se centrifugaron a 1200
rpm para eliminar el medio de las células y se lavaron con
PBS. Se agregd PI (Life Technologies, San Diego, CA) en PBS a
1:500 en 30 ul por pozo durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Al PI se agregaron aproximadamente 100 ul de PBS
suplementado con FBS al 2% (para extinguir el PI) en un
volumen de 100-150 ul por pozo en un analisis previo de HTS.
Justo antes de la adquisicién, 1*10e4 se agregaron a cada
pozo perlas de conteo Count Bright (Life Technologies, San
Diego, CA). La relacidén del conteo objetivo de Treg viables a
perlas de centeno podria utilizarse para normalizarse a
través de la placa y compararse con la relacidén de IgGl de

control para generar el por ciento de citotoxicidad.

Ensayo ADCP: Monocitos derivados de macrdéfagos efectores vy

Treg objetivo expandidas

Las PBMC se prepararon Como se describe
anteriormente. Al utilizar el kit de enriquecimiento de cCD4+
negativas EasySep'" (Stem Cell Tech Vancouver, BC), 1los
monocitos se enriquecieron de forma positiva % se
suspendieron de nuevo en R10c suplementado con 20 ng/mL de

MCSF (R&D systems, Minneapolis, MN) en 1*10e6 células/mL y se
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sembraron en placas T175 con 55-65 mL de suspensién celular
por matraz. Los monocitos se adhirieron fuertemente al matraz
de cultivo tisular y no se retiraron cuando recién se prepard
el medio con R10c nuevo suplementado con 20 ng/mL de MCSF en
el dia 2 y en el dia 5 de cultivo. El medio en el dia 5
también se suplementdé con 10 ng/mL de IL10 (R&D systems,
Minneapolis, MN). Después de una semana del cultivo, las
células se cosecharon vy sembraron en placas a 1*10e5
células/pozo en placas planas de 96 pozos en un medio de
activacién que consistia de 1 mg/mL de PGE2 (Sigma, St Louis,
MO), 10 ng/mL de cada uno de TNF, ILIB y IL6 (todos de R&D
systems, Minneapolis, MN). Al siguiente dia, los monocitos
sembrados en placas se lavaron fuera del medio de activacién
y se agregaron por pozo 5*10ed4 células de Jurkat GITR+ por
volumen etiquetadas con Células con Violeta traza (para una
relacidén de células efectoras a objetivo de 2:1) junto con ya
sea el anticuerpo de IgGl de control o los anticuerpos GITR
titulados. Las placas se incubaron durante la noche (~ 18
horas) y al siguiente dia, las placas se cosecharon para su
andlisis. Las células de las placas planas de 96 pozos se
titularon completamente y transfirieron a placas con pozos

tipo U de 96 pozos. La placa se centrifugd a 1200 rpm para
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retirar el medio de las células y se lavd con PBS. El resto
del procedimiento sigue en la seccidén de Adgquisicidén vy

Andlisis de ADCC que comienza con la tincién de PI.

Ejemplo 6: Intensificacién de la produccién de

citocinas de células T por los anticuerpos GITR

El ejemplo muestra que los anticuerpos anti-GITR de
la presente invencién intensifican la produccidédn in vitro de
citocinas de células T.

GITR es un receptor de co-estimulacidén en las
células T. La ligadura de GITR con su ligando provoca una
proliferacién intensificada de células T auxiliares
diferenciadas (Tone et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 100(25):

15059-15064 (2003)). La activacidén de células T impulsadas y
produccién pro-inflamatoria de citocinas, tales como IFNy se
traduce a la regresidén del tumor en modelos de ratdn (Ko et.
al. J. Exp. Med. 2005. 202(7): 885-891 (2005). En este
ejemplo, se evaluaron 1los anticuerpos de GITR para la
activacidén de células T mediante la secrecidn de IFNy y TNFa.
Se activdé un hibridoma de células T (3A9; Dustin et al. J.
Immunol. 157(5):2014-2021 (1996)) que expresa GITR humano se

activdé con un anticuerpo anti-CD3 (Clone 2Cl1l, Ebioscience) vy
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las concentraciones incrementadas de la placa inmovilizaron
los anticuerpos anti-GITR (h3G7 R5 (“R5”), h3G7 R9 (“R9"),
h10H2 R13 (“R13") y hl0H2 R14 (“R147)) . Los cuatro
anticuerpos de GITR provocan una secrecidén intensificada de
TNFa de una manera dependiente de la dosis hasta 0.01 - 0.1
ng/ml. A concentraciones mayores del anticuerpo GITR, cayd la
secrecién de TNFa (Figura b5A). Un experimento similar se
llevé a cabo con las células 3A9 que expresan GITR vy
anticuerpos 2Cll CD3 en presencia de una linea de linfoma de
células B (LK35.2) para proporcionar las FcR necesarias para
el agrupamiento y seflalizacidén de GITR (Zhou et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. 105(14): 5465-5470 (2008)). Los anticuerpos
R5, R9, R13 y R14 de GITR se agregaron en solucidén y los
cuatro intensificaron la secrecidén de TNFa entre 1las
concentraciones de 0.01 y 10 pg/ml (Figura 5B).

El efecto de 1los anticuerpos de GITR sobre la
secrecidén de citocinas de las células T primarias activadas
se evalud in vitro. Los anticuerpos R5, R9, R13 y R14 de GITR

provocaron incrementos dependientes de la dosis en IFNy vy

TNFo secretados en los picos de las células Y CD4+ y CD8+
entre 0.01 y 0.1 pg/ml y después cayeron a concentraciones

mayores (Figura ©5C vy Figura 5D). En consecuencia, este
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ejemplo muestra que los anticuerpos de GITR tienen atributos

de activacién de células T que son dependientes de la dosis.

Métodos

Ensayo del agonista de células T del anticuerpo GITR

Para preparar placas de cultivo con el anticuerpo
GITR inmovilizado, se recubrieron placas estériles de 96
pozos planos Nunc maxisorp durante la noche en 4c con 100 ulL
de 2 ug/mL de la proteina especifica de FC Anti-Ratdén y Anti-
Humano diluida en PBS. Después de lavar 2x con 1x PBS, se
incubaron 100 uL de CD3 de ratdén (2Cll) en 10 ng/mL a 37 °C
durante 60-90 minutos. Los anticuerpos R5, R9, R13 y R12 de
GITR se titularon de 10-0.0001 ug/mL en PBS y se agregaron
100 ul a cada pozo por triplicado para cada concentracidédn. La
placa se incubdé a 37 °C durante 60-90 minutos y se lavd antes
de agregar las células.

Al utilizar las placas preparadas con GITR
inmovilizado, se sembraron en placas 50,000 células 3A9 GITR
humanot+ por pozo en 200 ulL de medio DMEM + FBS al 10%.
Después de 48 horas de cultivo, los sobrenadantes se
recolectaron para el andlisis de <citocinas wutilizando el

Ensayo de Proteina Soluble de Ratdén (Becton-Dickinson).
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Las células 3A9 GITR humanot+ también se probaron en
un ensayo de anticuerpo GITR soluble utilizando LK35.2, una
linea de linfoma de células B de ratdén. En este ensayo, se
sembrd en placas una relacidén 2:1 de 3A9 a LK35.2 junto con
el anticuerpo anti-CD3 de ratdén (2Cl1l) en 0.1 wug/mL vy
anticuerpos de GITR titulados de 10-0.0001 ug/mL.

También se evalud la secrecidn de citocinas humana
utilizando células T marcadoras aisladas recientemente de
células T humanas marcadoras (CD4+CD8+) vy sembrarlas en
placas sobre las placas inmovilizadas preparadas como se
describe anteriormente. Se sembraron en placas 100,000
células por pozo en RPMI+ FBS al 10% y los sobrenadantes se

recolectaron después de 4 dias de incubacién.

Ejemplo 7: Tincién inmunohistoquimica de GITR

Este ejemplo describe la optimizacién de un
anticuerpo anti-GITR como un reactivo de inmunohistoquimica
(IHC) que tifie especificamente los tejidos embebidos en
parafina y fijos en formalina (FFPE).

Se evaludé el anticuerpo ml0OH2 anti-GITR humano vy
mostrdé una densidad correlacionada de tincidén de las lineas

de células T gque mostraban la expresidén baja y alta o sin
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expresién de GITR humano (Figura 6 A, Figura 6 B y Figura
6C) . La confirmacién de la expresidén minima, baja y alta de
GITR se muestra mediante la tincidén por citometria de flujo
de la proteina de superficie con el clon mlOH2 (Figura 6D) vy
PCR cuantitativa y normalizacidén con la expresién de actina B
(Ejemplo 6E). Ademés, los tejidos FFPE aislados de tumores de
NSCLC se tifieron con mlOH2 (Figura 6F) o el anticuerpo de
isotipo de control (Figura 6G). La tincidén de ml0OH2 se
confiné a la membrana de las células dentro del infiltrado
mononuclear en el tejido de  tumor (Figura 6F) . En
consecuencia, este ejemplo demuestra que mlOH2Z es un
anticuerpo anti-GITR wvalidado que puede utilizarse en 1los

tejidos FFPE para cuantificar la expresidén de GITR.

Métodos

Tincidén de superficie en las lineas de las células de Jurkat

que sobreexpresan GITR:

Antes del andlisis IHC, las tres lineas de Jurkat
se analizaron para la expresién de GITR de superficie por
FACS wutilizando un anticuerpo mlOH2 etiquetado con A647.
Estas lineas incluyeron una linea de células de Jurkat

progenitoras, asi como dos lineas generadas por la
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transfeccidén de un plasmido de GITR en las células de Jurkat
progenitoras. Se tifieron aproximadamente 5*10e6 células de
cada linea con el anticuerpo etiquetado a una concentracién
de 1 ug/mL. Después de la tincidén, las células se lavaron
desde el anticuerpo sin unir wutilizando 1x PBS y se

analizaron por FACS.

Resultados

Mediante FACS, las células de Jurkat progenitoras
no tuvieron una expresién de GITR detectable mientras que las
dos lineas transducidas tuvieron una tincidédn positiva. Hubo
aproximadamente un logaritmo y medio pliegue de diferencia
entre la expresiétn media de GITR de las dos lineas que
llevaron a distinguirlas como una expresién baja de GITR+ vy

una expresidén alta de GITR+.

Andlisis de expresidn de GITR cuantitativo mediante qPCR:

El anadlisis cuantitativo de la expresidédn de GITR en
las células de Jurkat progenitoras, GITR+ bajo y GITR+ alto
se corridé mediante gPCR. E1 ARN se aisldé a partir de 5-
10*10e6 células de cada linea utilizando el mini kit RNeasy

Mini (Quiagen). Se elabordé una plantilla de ADNc utilizando
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200 ng de ARN aislado al utilizar el kit de transcripcidn
inversa de ADNc de alta capacidad (Thermo Fisher). Se
utilizaron 1los reactivos TagMan FAST para correr la gPCR
junto con la plantilla de ADNc. Los cebadores para ambos
genes de limpieza de Actina B (Hs99999903 ml) y un cebador
GITR especifico personalizado se corrieron en cada reaccidn.
El cebador GITR personalizado se generd por ABI al utilizar
la secuencia del vector del plasmido transfectado con GITR
(secuencia no descrita por ABI). La gPCR se corridé en un
Sistema Viia7 de acuerdo con las instrucciones del fabricante
y las especificaciones de ciclado térmico TagMan FAST. E1 Ct
delta se calculd utilizando la férmula: 2" (={Ct (GITR) -

Ct (ActB}) .

Resultados

E1l analisis gPCR confirma que la expresidn
clasificada de las tres lineas con GITR+ bajo tuvieron 2.7
logaritmos de expresidén mayor que la progenitora y la linea
con GITR+ alto fue 2 logaritmos de expresidédn mayor de GITR

que la linea con GITR+ bajo.

Procesamiento IHC de las células:
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Con los niveles de expresidén de GITR evaluados por
FACS y gPCR, las lineas de células de Jurkat progenitoras
(negativas a GITR), GITR+ bajo y GITR+ alto se prepararon y
procesaron para seccionarlas como sigue. Se recolectaron
entre 20 y 30*10e6 células en un matraz cénico de 50 mL y se
centrifugaron a ~750xg durante 10 minutos. Después de retirar
el sobrenadante, la pelotilla se transfirié a un matraz
cbnico de 15 mL en una solucidén amortiguada neutra de
formalina al 10% y se centrifugd a ~750xg durante 10 minutos.
Se prepard HistoGel a 50 °C y se mezcld con la pelotilla
celular y se dejd enfriarse por refrigeracién a 4 °C. La
pelotilla de células con HistoGel entonces se transfirid en
solucidén amortiguada neutra de formalina al 10% para su
fijacidén durante >12 horas y se transfiridé a un casete para
embeberla en parafina. Se realizé6 el seccionado de los
portaobjetos para generar secciones de pelotillas a un
espesor de 4 uM. Para la tincidén IHC, se utilizdé UltraVision
One Detection System de Thermo Scientific. Brevemente, 1los
portaobjetos se prepararon al hornearlos a 60 °C durante una
hora y se les quitdé la parafina en tres rondas de lavado con
xileno durante tres minutos cada una. La pelotilla seccionada

se hidraté de nuevo por incubaciones secuenciales de dos
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minutos cada una en EtOH al 100% (2x), EtOH al 95% (1lx), EtOH
al 70% (lx) y PBS (lx). la recuperacién del antigeno se
realizé al procesar los portaobjetos durante 5 minutos en
solucidén amortiguadora DIVA y la camara de desacoplamiento
(ambos de Biocare Medical) se calentaron a 110°C y se
presurizaron a 5 PSI seguidos por dos lavados en PBS. Los
portaobjetos se bloquearon en H202 31 3¢ (Peroxidasa) durante
10 min y se lavaron en PBS. El anticuerpo mlOH2 primario se
diluyé en 1 ug/mL de solucidn de bloqueo y los portaobjetos
se incubaron durante la noche a 4°C. Después de lavar en PBS
(3x) durante 3 minutos, los portaobjetos se incubaron en
Polimero HRP durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
lavaron en PBS (3x). El reactivo DAB se prepare y los
portaobjetos se expusieron durante 5 minutos. Se corrid una
contratincién con Hematoxilina % después de la
deshidratacién, los portaobjetos montados estuvieron
completos. Los portaobjetos se analizaron para los niveles de

GITR.

Tincidon de las muestras de NSCLC

Los portaobjetos preparados de muestras de

carcinoma de pulmén de células no pequeiias (NSCLC) se
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recibieron de un banco interno. El UltraVision One Detection
System de Thermo Scientific se wutilizdé como se describe
anteriormente. Como con la tincién de las ©pelotillas
celulares, se evalué 1 ug/mL del anticuerpo mlOH2 anti-GITR
junto con un anticuerpo de control de IgGl de ratdén a 5

ug/mL.

Ejemplu 8: Actividad anti-tumor de los anticuerpos

de GITR

Este ejemplo muestra que los anticuerpos anti-ratédn
de GITR con un isotipo de IgG2am tuvieron una actividad
reductora del <crecimiento de tumor en un modelo de
tratamiento terapéutico del carcinoma de colon CT26.

La IgG2am refleja més estrechamente el isotipo de
IgGl humana que puede mediar la actividad de ADCC mientras
que el isotipo de IgGlm se asemeja més estrechamente a IgG2ah
que tiene una actividad ADCC minima (Nimmerjahn y Ravetch,
Science, 310: 1510-1512 (2005)).

El isotipo 21B6 de IgG2am del anticuerpo anti-GITR
tuvo una actividad anti-tumor mientras que el isotipo IgG2am
del anticuerpo de control no (Figura 7A-Figura 7D). E1 21B6

de IgG2am mostrdé 95%, 94%, 102% de inhibicidén de crecimiento
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de tumor a 0.2, 1 y 5 mpk (mg/kg), respectivamente (Tabla 8,
Figura 7A - Figura 7D). El isotipo de IgGlm indujo 33%, 9% vy
22% de inhibicidén de crecimiento de tumor a 0.2, 1 yv 5 mg/kg,
respectivamente (Tabla 9, Figura 7E - Figura 7H). Al término

del estudio (43 dias después de la dosis inicial), 80% (8/10)

X

de los ratones sobrevivieron en el grupo con 5 mpk de IgG2am,
mientras que 44.4% (4/9) sobrevivieron en el grupo con 1
mg/kg de IgG2am y 40% (4/10) sobrevivieron en el grupo con
0.2 mg/kg de IgG2am (Tabla 8 vy Tabla 9, Figura 7I). El
tratamiento con IgGlm resultd sin sobrevivientes; todos
necesitaron sacrificarse debido a la carga tumoral al término

del estudio (43 dias) (Tabla 8 y Tabla 9, Figura 7I).

Tabla 8
Dosis TGI % libre de tumor
5 mpk 102.25 80%
1 mpk 94 .17 44 .44%
0.2 mpk 95.30 40%
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Tabla 9
Dosis TGI % libre de tumor
5 mpk 21.76 0
1 mpk 8.70 0
0.2 mpk 33.19 0

La inhibicidén del crecimiento de tumor mediada por
21B6 de IgG2a se correlaciondé con un incremento en la
relacién de CD8:Treg que infiltran el tumor (Figura 7J). La
dosis de 1 mg/kg de 21B6 de IgG2a resultd en la relacidn méas
alta de CD8:Treg (10.9 X isotipo de control de 1IgG2a, p=
0.049). El1 tratamiento con 21B6 de IgG2a también resultd en
un incremento de la relacidén de Teff CD4:Treg que infiltran
el tumor (Figura 7K) en todas las dosis con la dosis de 0.2
mg/kg de 21B6 de IgG2a proporcionando la relacidén media més
alta (4.7 X mayor que el isotipo de control de IgG2a). Se
observd significancia estadistica entre 5 mg/kg, 1 mg/kg vy
0.2 mg/kg comparadas con el isotipo de control de IgG2a con
valores p de 0.043, 0.003 y <0.0001, respectivamente. Estos
cambios no se observaron en los ratones tratados con el 21B6
de IgGl donde las células T CD8:Treg y células Teff CD4:Treg
no mostraron significancia estadistica comparadas con el

isotipo de control de IgGl (Figura 7J y Figura 7K).
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La inhibicidén de crecimiento de tumor correspondid
con una pérdida de las Treg intratumorales de los ratones
tratados con 21B6 de IgG2a (Figura 7L). Todos los niveles de
dosis de 21B6 de IgG2a redujeron el numero de células Treg
por gramo asociado con el tumor primario, aunque estos
cambios no hayan sido estadisticamente significativos. Hubo
reducciones de células T CD8+ a 5 mg/kg (Figura 7M) y de
células T efectoras (Teff) CD4+ en 5 mg/kg y 1 mg/kg (Figura
N), aungue estos cambios no fueron estadisticamente
significativos. De forma similar, todas las dosis de 21B6 de
IgG2am redujeron la proporcidédn de las Treg de 2.56% dentro de
las células inmunes CD45+ que infiltraron los tumores a 0.69%
(p = 0.0018) con la dosis de 0.2 mg/kg a 0.42% (p = 0.0005)
con la dosis de 1 mg/kg y a 1.29% (p = 0.0287) con la dosis
de 5 mg/kg (Figura 70). La proporcién de Treg en el
infiltrado inmune no se afectd por el tratamiento con 21B6 de
IgGlm (Figura 70). Los cambios en la proporcidén de células T
CD8+ y células Teff CD4+ en el infiltrado de tumor no fueron
significativos (Figura 7P 'y Figura 7Q). Juntos, estos
andlisis sugieren un conteo reducido de las Treg de tumor
para las células T efectoras intensificadas: relacidén de

Treg, eficacia anti-tumor vy sobrevivencia de los ratones
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después de la administracidédn del anticuerpo de GITR, que fue
dependiente en una IgG2am y no en un isotipo Fc de IgGlm.

Las frecuencias del subconjunto de células T se
evaluaron en un compartimento inmune periférico; los Dbazos
del tumor que lleva en ratones tratados con 21B6. La dosis de
0.2 mg/kg tuvo el mismo efecto, reduciendo las Treg de
ratones tratados en 2.46% de células CD45+ con el anticuerpo
de control a 1.11% (p = 0.0006) en ratones tratados con
IgG2am y redujo las Teff CD4+ de 15.06% de las células CD45+
de ratones tratados con el anticuerpo de control a 11.22% (p
= 0.0121) en ratones tratados con IgG2am (Figura 7R y 7T).
Los cambios de otras dosis no fueron significativos. Las

células T CD8+ no se afectaron en ninguna dosis (Figura 78S).

Métodos

Clonacién y Expresidédn de 21Bom de IgG2a

Se obtuvieron las secuencias de AND del dominio
variable de cadena pesada de 21B6 anti-GITRm a partir del
ADNc generado utilizando RT-PCR a partir de una fusién de
hibridoma de Ratas Lewis. La secuencia de aminoacidos
traducida resultante se optimizé con el «codbdbn para la

expresién de células epiteliales 293 de rifién humano
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utilizando algoritmos de propiedad de Thermo Fisher
Scientific Geneart. Los dominios variables del coddn
sintetizado y optimizado entonces se clonaron en los vectores
de expresidén pARC Ig2am y pARC Kappam de mamifero utilizando
BssHII/BstEII 'y Apall/PacIl, respectivamente. Los clones
correctos para los constructos de las cadenas ligera y pesada
fueron confirmados por secuencia y se nombraron 3G7R5h -VL y

3G7R5h -VH de modo correspondiente.

Expresién y purificacién del anticuerpo

Una relacidén en masa de 1:1 de los plasmidos 3G7R5h
-VL 'y 3G7R5h-VH se co-transfectdé en células Expi293
utilizando un protocolo de transfeccién a base de PEI (0.5 mg
de cada plésmido por 2 millones de células). Cinco dias
después de la transfeccidn, el cultivo celular transfectado
se cosech6, centrifugd y filtrd utilizando una membrana de
0.2 uM. El1 sobrenadante filtrado entonces se purificéd
utilizando la cromatografia de afinidad de 1la Proteina A
(MabSelect Sure, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA)
y después se dimensiond para retirar la proteina agregada

(Superdex S200 26/60 GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
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PA) . El analisis SDS-PAGE junto con el de Biacore

identificaron las fracciones de proteina activa monomérica.

Modelo de tumor singénico: CT26

Animales

Las cohortes de ratones BALB/c hembras
(BALB/cAnNCrl) de 7 semanas de edad obtenidos de Jackson
Laboratories (Bar Harbour, ME) y alojados en una instalacidn
libre de patbdgenos en Pfizer (Sur de San Francisco, CA) de
acuerdo con el protocolo del Comité Institucional de Uso vy
Cuidado de 1los Animales (IACUC). Los animales tenian 8

semanas de edad cuando se iniciaron en el experimento.

Cultivo celular

Las 1lineas CT26 de carcinoma de colon de ratdn
(CRL-2638) se obtuvieron de la Coleccidén Americana de Tipos
de Cultivo (ATCC, Manassas, VA). Las células se propagaron en
un medio basico recomendado que contenia FBS al 10% vy
solucién de penicilina-estreptomicina al 1% (todas de Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Las células se cosecharon
con TrypLE Select (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) vy

se lavaron con 2x el volumen del medio que contenia suero
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antes de peletizar las células. La pelotilla se suspendid de
nuevo en un medio basico sin suero y se realizd un conteo
celular y verificacién de la viabilidad. Las células CT26 se
llevaron a una concentracién de 2x10° células por mL en un

medio basico para inyeccidn.

Protocolo experimental in vivo

Para establecer los tumores, se inyectaron 100 ulL
de suspensién celular SC en el costado derecho de 1los
ratones. Los implantes se monitorearon hasta que los tumores
alcanzaron un volumen promedio de aproximadamente 80 mm’ y se
aleatorizaron en grupos de ratones que tenian voluUmenes de
tumor promedio y EEM casi iguales. El1 anticuerpo 21B6 se
prepard para una dosificacién de 5, 1 y 0.2 mg/kg con un
isotipo de control de IgGl (clon MOPC-21) y 5 mg/kg del
isotipo de control de IgG2 (Cl1.18.4, Bioxcell, West Lebanon,
NH) . El1 tratamiento comenzdé el dia de la aleatorizacién (Dia
0) . Los ratones se pesaron y dosificaron con IP cada 2-3 dias

durante un total de tres dosis.

Evaluacidén del crecimiento del tumor
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Dos wveces a la semana podia tomarse la longitud vy
ancho del tumor (en unidades milimétricas) con calibradores
digitales (Mitutoyo, Aurora, IL). Los volUmenes de tumor se
calcularon utilizando los valores de longitud y ancho con la
férmula: V = ¥ L x W?, donde L (longitud) se define como el
didmetro més largo del tumor y W (ancho) es perpendicular a
L. Las mediciones de eficacia continuaron hasta el dia 20 y
los ratones continuaron monitoredndose hasta 40 dias para el

andlisis de sobrevivencia.

Andlisis TIL de tumor y especnocitos

El tumor y el bazo se disectaron de 4-5 ratones por
grupo un dia después de la ultima dosis. Los tumores se
disociaron con el programa IMP-002 de Octeto Miltenyi
(Miltenyi Biotec, San Diego, CA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los bazos se disociaron
manualmente sobre un filtro con malla de 70 uM y los gldébulos
rojos se lisaron con una solucibén amortiguadora ACK (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Ambas poblaciones de células
se lavaron <con PBS vy se tifileron <con los siguientes
anticuerpos etiquetados con fluorescencia para el analisis

FACS:
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LIVE/DEAD (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA),
CD90.2, CD4 y CD8 todos de BD Biosciences, y GITR y CD45 de
eBioscience. Después de la tincidén extracelular durante 30
minutos a 4 °C, las células se lavaron con PBS + FBS al 2% y
se procesaron con el kit de fijacidén/permanencia Foxp3
eBioscience (eBioscience, San Diego, CA) segun instrucciones
del fabricante. Las células se tifleron con marcadores
intracelulares Foxp3-eFlour450 (eBioscience, San Diego, CA) vy
Ki-67-BVv605 (BD Biosciences, San Jose, CA). El1 anadlisis de
subconjuntos de células T se llevd a cabo en FlowJo (FlowdJo,
Ashland, OR) y se graficdé utilizando el software GraphPad

Prism.

Ejemplo 9 Terapia de combinacién wutilizando un

anticuerpo anti-GITR y otro agente terapéutico

Este ejemplo describe la evaluacién del anticuerpo
21B6 de IgG2am anti-GITR subrogado en combinaciédn con otros
anticuerpos inmuno-dirigidos para el tratamiento terapéutico
de los tumores.

El modelo de carcinoma de colon CT26 se sometid a
una regresidén de tumor complete con un solo agente de 21B6 de

IgG2a (Ejemplu 8), a modo que el modelo de melanoma Bl6F10 se
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evaluara debido a que es menos sensible a la terapia inmuno-
dirigida con un solo agente (Ver, por ejemplo, Mosley et al.,
Cancer Immunology Research, 5(1)29-41 (2017)). El1 protocolo
de tratamiento fue similar al estudio descrito en el Ejemplu
8: los tumores Bl6F10 se implantaron y una vez que alcanzaron
un tamafio promedio de 80 mm’ se aleatorizaron y trataron con
3 dosis de 1 mg/kg de 21B6 de IgG2a y la dosis eficaz
establecida del IP progenitor de combinacidén cada 2-3 dias
para un total de tres dosis. Todos los dobletes de
combinacién del anticuerpo 21B6 de IgG2a anti-GITR con 1los
anticuerpos anti-PD-L1, anti-4-1BB, anti-0X40 vy anti-PD-1
mostraron mejorar la inhibicidén de crecimiento del tumor en
comparacién con cualquier tratamiento con un solo agente
simple.

Estos datos mostraron que los anticuerpos anti-GITR
de la presente invencién pueden combinarse con inhibidores de
punto de control inmune o anticuerpos estimuladores de
células T para los efectos inhibidores mejorados del
crecimiento de tumor.

Aungue las enseflanzas divulgadas se han descrito
con referencia a diversas aplicaciones, métodos, kits vy

composiciones, se apreciard que pueden hacerse diversos
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cambios y modificaciones sin apartarse de las enseflanzas de
la presente y la invencidén reivindicada a continuacién. Los
ejemplos anteriores se proporcionan para ilustrar mejor las
ensefianzas descritas y no pretenden limitar el alcance de las
ensefianzas presentadas aqui. Mientras que las ©presentes
ensefianzas se han descrito en términos de estas modalidades
ejemplares, el técnico experimentado entenderd facilmente que
son posibles diversas variaciones y modificaciones de estas
modalidades ejemplares sin la experimentacidén indebida. Todas
de tales variaciones y modificaciones se encuentran dentro
del alcance de las ensenanzas actuales.

Todas las referencias citadas en la presente,
incluyendo patentes, solicitudes de ©patente, documentos,
libros de texto y similares y las referencias citadas en la
presente en el grado en gue ya no se 1ncorporen en la
presente para referencia en su totalidad. En el caso de que
una o mas de la literatura y materiales similares difieran o
contradigan esta solicitud, incluida pero no limitada a
términos definidos, utilidad del término, técnicas descritas
o lo similares, esta solicitud controla.

La descripcidén y Ejemplos anteriores detallan

ciertas modalidades especificas de la invencidén y describen
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el mejor modo contemplado por la invencidén. Sin embargo, se
apreciard que no importa qué tan detallada pueda aparecer en
el texto anterior, la invenciédn puede practicarse de muchas
maneras y la invencidn debera interpretarse de acuerdo con
las reivindicaciones anexas y cualesquier equivalentes de las

mismas.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une especificamente
a GITR (Proteina Relacionada con la Familia Receptora del
Factor de Necrosis de Tumor Inducida por Glucocorticoides) vy
comprende:

una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende una regidén determinante de complementariedad uno
(CDR1), CDR2 VH y CDR3 VH de la VH que tiene una secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 112; y/o

una regidén variable de cadena ligera (VL) que
comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la VL que tiene
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo Jue
consiste de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o 111.

2. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 0, en
donde el anticuerpo comprende una CDR1 VH que comprende la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 24, 25, 26, 32, 33,
34, 35, 39, 40, 41, 115, 116, 117, 63, 64 o 65, una CDR2 VH
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27,
28, 44, 45, 66 o 67 y una CDR3 VH que comprende la secuencia
de aminocédcidos mostrada en SEQ ID NO: 29, 46 o 68; y/o una

CDR1 VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
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SEQ ID NO: 21, 30, 36, 42, 113 o 31, wuna CDR2 VL que
comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO:
22, 37, 43, 114 o 61 y una CDR3 VL que comprende la secuencia
de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 38 o 62.

3. E1 anticuerpo aislado de la reivindicacidén 0, en
donde el anticuerpo comprende una VH que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, o6, 8,
10, 12, 14 o 112 o una variante de la misma con una o varias
sustituciones de aminoacidos conservadoras en los residuos
que no estédn dentro de una CDR.

4. El anticuerpo aislado de la reivindicacidén 0, en
donde el anticuerpo comprende una VL qgue comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 o 111 o una variante de la misma con una o varias
sustituciones de aminodcidos en los aminodacidos que no estan
dentro de una CDR.

5. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 0, en
donde el anticuerpo comprende una VH que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, o6, 8,
10, 12, 14 o 112 y wuna VL que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o

111.
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6. Un anticuerpo aislado que se une especificamente
a GITR (Proteina Relacionada con la Familia Receptora del
Factor de Necrosis de Tumor Inducida por Glucocorticoides) vy
comprende:

una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende una regidén determinante de complementariedad uno
(CDR1), CDR2 VH y CDR3 VH de la VH que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:
16, 18, 20, 121 y 123; y/o

una regién variable de cadena ligera (VL) que
comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la VL gque tiene
una secuencia de aminoadcidos seleccionada del grupo que
consiste de SEQ ID NO: 15, 17, 19, 120 y 122.

7. E1l anticuerpo aislado de la reivindicacidén 6, en
donde el anticuerpo comprende una CDR1 VH que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 50, 51, 52, 56 o 57,
una CDR2 VH que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 53, 54, 58 o 59 y wuna CDR3 VH que comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 55, 60 o 124;
y/o una CDR1 VL que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 47, una CDRZ VL que comprende la

secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 48 y una CDR3
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VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 49.

8. Un anticuerpo aislado que se une especificamente
a GITR (Proteina Relacionada con la Familia Receptora del
Factor de Necrosis de Tumor Inducida por Glucocorticoides) vy
comprende:

una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende una regidn determinante de complementariedad uno
(CDR1), CDR2 VH y CDR3 VH de la VH gque tiene una secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO:
70 y 72; y/o

una regidén variable de cadena ligera (VL) que
comprende una CDR1 VL, CDR2 VL y CDR3 VL de la VL que tiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste de SEQ ID NO: 69 y 71.

9. El1 anticuerpo aislado de la reivindicacidén 7, en
donde el anticuerpo comprende una CDR1 VH que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 32, 76, 77, 84, 85 u
86, una CDR2 VH que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 78 o 79 y una CDR3 VH que comprende la secuencia
de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 80 u 87; y/o una CDRI1

VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
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ID NO: 73 u 81, una CDR2 VL que comprende la secuencia de
aminoadcidos mostrada en SEQ ID NO: 74 u 82 y una CDR3 VL que
comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO:
75 u 83.

10. E1 anticuerpo aislado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, en donde el anticuerpo comprende una
regidén constante.

11. El1 anticuerpo aislado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, en donde el anticuerpo tiene un
isotipo que se selecciona del grupo gque consiste de IgGy,
IgGy, I9Gona, I9Gy, IgGapp, I9Guae, IgGq S228P, IgGyy S228P vy
IgGgpe S228P.

12. Un anticuerpo aislado que se une
especificamente a GITR y compite para unirse con GITR, y/o se
une a un epitopo, es decir, el mismo como O Se superpone con
el epitopo del GITR —reconocido por el anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 0-2 y 6-9.

13. Un anticuerpo anti-GITR aislado, en donde el
anticuerpo comprende una CDR1 VH que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 39, 40 o 41, una CDR2 VH que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 44 o 45,

una CDR3 VH gque comprende la secuencia de aminoéacidos
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mostrada en SEQ ID NO: 29, una CDR1 VL gque comprende la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 42, una CDR2
VL que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ
ID NO: 43 y una CDR3 VL que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 38.

14. E1 anticuerpo aislado de cualgquiera de las
reivindicaciones 0-13, en donde el anticuerpo promueve la
supresidén de Treg y activa las células T efectoras como se
mide in vivo utilizando un modelo de tumor singénico en
células CT26.

15. E1 anticuerpo aislado de cualquiera de las
reivindicaciones 0-14, en donde el anticuerpo incrementa la
liberacidén de las citocinas inflamatorias IFNy y TNFa a
partir de las células T.

16. El1 anticuerpo aislado de cualgquiera de las
reivindicaciones 0-15, en donde el anticuerpo intensifica la
respuesta inmune anti-tumor.

17. El1 anticuerpo aislado de cualgquiera de las
reivindicaciones 0-7 y 13, en donde el anticuerpo se une a
GITR humano.

18. Una linea de células aisladas que produce el

anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 6-9.
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19. Un &cido nucleico aislado que codifica el
anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 0-2 y 6-9.

20. Un vector de expresidén recombinante que
comprende el &acido nucleico de la reivindicacidédn 19.

21. Una célula huésped que comprende el vector de
expresién de la reivindicacién 20.

22. Un hibridoma capaz de producir el anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 6-9.

23. Un método para producir un anticuerpo anti-
GITR, el método comprende: cultivar una linea celular dque
produce de modo recombinante el anticuerpo de cualquiera de
las reivindicaciones 0-2 y 5-9 bajo condiciones en donde el
anticuerpo se produce; y recuperar el anticuerpo.

24. Un método para producir un anticuerpo anti-
GITR, el método comprende: cultivar una linea celular dque
comprende el &cido nucleico que codifica un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 110 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID
NO: 109 bajo condiciones en donde el anticuerpo se produce; y

recuperar el anticuerpo.
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25. E1 método de la reivindicacién 24, en donde las
cadenas pesada vy 1ligera del anticuerpo se codifican en
vectores separados.

26. E1 método de la reivindicacién 24, en donde las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo se codifican en el
mismo vector.

27. Una composicidén farmacéutica que comprende el
anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 0-2 y 5-9 vy
a portador farmacéuticamente aceptable.

28. Un kit para el tratamiento de céncer que
comprende la composicidédn farmacéutica de la reivindicacidn
27.

29. Un método para tratar cancer en un sujeto en
necesidad del mismo, el método comprende administrar al
sujeto una cantidad efectiva del anticuerpo anti-GITR de
cualquiera de las reivindicaciones 0-2 y 5 de modo que se
mejore en el sujeto uno o més sintomas asociados con el
cancer.

30. El1 método de la reivindicacidén 29, en donde el
cdncer se selecciona del grupo gque consiste de céncer
relacionado con células B, cancer géastrico, cancer de

intestino delgado, sarcoma, cancer de cabeza y cuello, cancer
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timico, céncer epitelial, cancer salival, cancer de higado,
cancer biliar, tumores neuroenddcrinos, cancer de estdmago,
cancer de tiroides, cancer de pulmdén, mesotelioma, cancer de
ovario, céancer de mama, cancer de prodstata, cancer esofagico,
cancer pancreatico, glioma, cancer renal, cancer de vejiga,
cancer cervical, céancer uterino, céancer vulvar, cancer penil,
cancer testicular, cancer anal, coriocarcinoma, cancer
colorrectal, <céancer oral, cancer de piel, carcinoma de
células de Merkel, glioblastoma, tumor cerebral, cancer de
hueso, céncer ocular y melanoma.

31. El método de 1la reivindicacidén 29 o 30, en
donde el cancer es reincidente o refractario.

32. El1 método de cualquiera de las reivindicaciones
29-31, en donde el cancer es localmente avanzado o melanoma
metastasico, cancer de cabeza y cuello de células escamosas
(SCHNC), céancer de ovario, céncer renal, cancer gastrico o
céncer de pulmén.

33. E1 método de cualquiera de las reivindicaciones
29-32, en donde el método ademads comprende administrar una
cantidad efectiva de un segundo agente terapéutico.

34, E1l1 método de la reivindicacidén 33, en donde el

segundo agente terapéutico es un anticuerpo que se selecciona
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del grupo que consiste de un anticuerpo anti-CTLA-4, un
anticuerpo anti-4-1BB, un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo
anti-PD-L1, un anticuerpo anti-TIM3, un anticuerpo anti-LAG3,
un anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-0X40, un
anticuerpo de IL-8, un anticuerpo anti-HVEM, un anticuerpo
anti-BTLA, un anticuerpo anti-CD40, un anticuerpo anti-CD40L,
anticuerpo anti-CD47, un anticuerpo anti-CSF1R, un anticuerpo
anti-CSF1l, un anticuerpo anti-MARCO, anticuerpos anti-CXCR4,
un anticuerpo anti-VEGFR1, un anticuerpo anti-VEGFR2, un
anticuerpo anti-TNFR1, un anticuerpo anti-TNFR2, un
anticuerpo biespecifico anti-CD3, un anticuerpo anti-CD19, un
anti-CD20, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-EGFR,
un anticuerpo anti-ICOS, un anticuerpo anti-CD22, un
anticuerpo anti-CD52, un anticuerpo anti-CCR4, un anticuerpo
anti-CCR8, un anticuerpo anti-CD200R, un anticuerpo anti-
VISG4, un anticuerpo anti-CCR2, un anticuerpo anti-LILRb2, un
anticuerpo anti-CXCR4, un anticuerpo anti-CD206, un
anticuerpo anti-CD163, un anticuerpo anti-KLRGI1, un
anticuerpo anti-FLT3, un anticuerpo anti-B7-H4, un anticuerpo
anti-B7-H3 y un segundo anticuerpo anti-GITR.

35. E1l método de la reivindicacidén 34, en donde el

segundo agente terapéutico es una citocina, TNFa, un
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inhibidor PAP, un virus oncolitico, un inhibidor de cinasa,
un inhibidor ALK, un inhibidor MEK, un inhibidor 1IDO, un
inhibidor GLS1, un inhibidor de tirosina cinasa, una terapia
con células CART o células T, un agonista TLR o una vacuna

contra el tumor.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona anticuerpos que
se unen con la proteina relacionada con la familia receptora
del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides
(GITR) y métodos para utilizar los mismos. Los anticuerpos
anti-GITR pueden utilizarse terapéuticamente solos o en
combinacidén con otros agentes terapéuticos para tratar cancer

y otras enfermedades.
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