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ANTICUERPOS ANTI-CD38 Y METODOS DE USO

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de los
Estados Unidos con el Num. de Serie 62/570.655, presentada el 10 de octubre de 2017; la
Solicitud Provisional de los Estados Unidos con el NUum. de Serie 62/570.660, presentada
el 11 de octubre de 2017; la Solicitud Provisional de los Estados Unidos con el Num. de
Serie 62/676.221, presentada el 24 de mayo de 2018; y la Solicitud EP Nam.
EP18187186.4, presentada el 3 de agosto de 2018; todas las cuales se incorporan a la
presente memoria por referencia en su totalidad.

PRESENTACION DE LA LISTA DE SECUENCIAS EN ARCHIVO DE TEXTO

El contenido de la siguiente presentaciéon en archivo de texto ASCII se incorpora a
la presente memoria por referencia en su totalidad: una forma legible por ordenador (CRF)
de la Lista de Secuencias (nombre de archivo: 183952029941seqlist. TXT, fecha
registrada: 8 de octubre, 2018, tamafio: 158 KB).

CAMPO DE LA INVENCION

La descripcion se refiere a proteinas de unién que se unen a polipéptidos CD38
(p-€j., polipéptidos CD38 humanos y de mono cinomolgo), incluyendo proteinas de unién
monoespecificas, biespecificas, o triespecificas con al menos un dominio de unién a
antigeno que se une a un polipéptido CD38, asi como polinucleétidos, células anfitrionas,
métodos de produccion, y métodos de uso relacionados.

ANTECEDENTES

Los agentes bioterapéuticos a base de anticuerpos monoclonales se han
convertido en una posibilidad importante para el desarrollo de nuevos farmacos. La

tecnologia de anticuerpos monoclonales ofrece direccionamiento especifico, entrega de
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sefializacién precisa y/o carga Util a la poblacion especifica de células, y proporciona
efecto bioldgico de larga duracién a través de las funciones de sus Fc. Los esfuerzos en el
disefio de anticuerpos han permitido el desarrollo de anticuerpos multiespecificos que
combinan las especificidades de anticuerpos monoclonales mudltiples para diversas
aplicaciones biolégicas, ampliando el campo de aplicacién del desarrollo de farmacos
basados en anticuerpos.

CD38 es una diana farmacolédgica atractiva, puesto que se expresa sobre la
superficie de la célula de una variedad de células tumorales linfoides (véase Stevenson,
G.T. (2006) Mol. Med. 12:345-346). DARZALEX® (daratumumab) es un anticuerpo anti-
CD38 aprobado para su uso en el tratamiento de mieloma mdltiple. Sin embargo, existe
una necesidad de agentes terapéuticos que se dirijan a CD38 con un modo de accion
diferente y/o propiedades mejoradas, incluyendo pero sin limitarse a ellas, union de alta
afinidad a CD38, reactividad cruzada entre polipéptidos CD38 humanos y de mono
cinomolgo, unién a células de linfoma (p.gj., lineas celulares de linfoma de células B
grandes de mieloma mdltiple), y la capacidad de inducir apoptosis y/o citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) y actividades antitumorales
mediadas por células T.

BREVE COMPENDIO

En la presente memoria se proporcionan proteinas de unién que se unen a
polipéptidos CD38 (p.gj., polipéptidos CD38 humanos y de mono cinomolgo), incluyendo
proteinas de unién monoespecificas, biespecificas, o triespecificas con al menos un sitio
de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38. Ventajosamente, estas proteinas
de union tienen la capacidad de reclutar células T en las proximidades de las células
cancerosas, de activar con posterioridad las células T y de estimular a las células T

activadas a que destruyan las células cancerosas adyacentes a través de un mecanismo
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Granzima/Perforina, proporcionando un modo diferente de accién en cuanto a actividad
anti-tumoral a partir de anticuerpos anti-CD38 tales como DARZALEX® (daratumumab).
Por otra parte, la capacidad para unirse a polipéptidos CD38 tanto humanos como de
mono cinomolgo permite que las proteinas de unién sean facilmente sometidas a ensayo
en estudios toxicoldgicos preclinicos, p.ej., de cara a evaluar sus perfiles de seguridad
para posterior uso clinico.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporcionan proteinas de
union monoespecificas que se unen a un polipéptido CD38 humano. En algunas
modalidades, las proteinas de unién reaccionan de manera cruzada con polipéptidos
CD38 humanos y de mono cinomolgo. En algunas modalidades, las proteinas de union se
unen a polipéptidos CD38 de isoforma A e isoforma E humanas. En algunas modalidades,
las proteinas de unién poseen una o mas de las siguientes caracteristicas (en cualquier
combinacién): se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una proteina purificada,
segln se determina por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38
humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una
proteina purificada con una KD de 1,5 nM o menor, segun se determina por SPR; se unen
al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula,
segln se determina por citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1) expresado en la superficie de una célula con una KD aparente de 20 nM, 15 nM,
10 nM, 5 nM, 1 nM, o menor, segun se determina por citometria de flujo; se unen al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como una proteina purificada, segun se
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determina por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono
cinomolgo (p.€j., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como
una proteina purificada con una KD de 3,5 nM o menor, segun se determina por SPR; se
unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie
de una célula, segun se determina por citometria de flujo; se unen al dominio extracelular
de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula con una KD
aparente de 7,5 nM o menor, segin se determina por citometria de flujo; se unen al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105) como una proteina
purificada, segin se determina por ELISA; se unen al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105) expresado en la superficie de una célula, segin se
determina por citometria de flujo; inducen apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) de una célula que expresa CD38 en su superficie celular; y tiene una
0 mas mutaciones (p.ej., en una region Fc) que dan como resultado una disminucion de la
unién a FcyRI y/o FcyRIl, en comparacion con la misma proteina de unién sin la una o
mé&s mutaciones. Para ensayos ilustrativos, véanse los Ejemplos 1, 3, y 4. En algunas
modalidades, la KD se mide a 4°C o 25°C.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporcionan proteinas de
union triespecificas que se unen a un polipéptido CD38 humano. En algunas
modalidades, las proteinas de unién triespecificas se unen (p.ej., simultaneamente) a un
polipéptido CD38 (p.ej., expresado en la superficie de una célula) y uno o mas antigenos

diana diferentes expresados sobre la superficie de una segunda célula, reclutando de ese
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modo la segunda célula en las proximidades de la célula que expresa el polipéptido CD38.
En algunas modalidades, las proteinas de unién triespecificas se unen (p.ej.,
simultdneamente) a un polipéptido CD38 (p.ej., expresado en la superficie de una célula)
y uno o dos antigenos diana expresados en la superficie de una célula T, reclutando de
ese modo la célula T en las proximidades de la célula que expresa el polipéptido CD38.
En algunas modalidades, las proteinas de unién triespecificas activan la célula T y/o
proporcionan una sefial co-estimuladora mediada por CD28 a la célula T. En algunas
modalidades, las proteinas de unién triespecificas reaccionan de manera cruzada con
polipéptidos CD38 humanos y de mono cinomolgo. En algunas modalidades, las proteinas
de unidn triespecificas se unen a polipéptidos CD38 de isoforma A e isoforma E humanas.
En algunas modalidades, las proteinas de union triespecificas poseen una o mas de las
siguientes caracteristicas (en cualquier combinacion): se unen al dominio extracelular de
un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1) como una proteina purificada, segin se determina por SPR; se unen al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una proteina purificada con una KD de 1,5 nM o
menor, segln se determina por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido
CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1)
expresado en la superficie de una célula, segin se determina por citometria de flujo; se
unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula con
una KD aparente de 20 nM, 15 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, o menor, segun se determina por
citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono
cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 30) como

una proteina purificada, segun se determina por SPR; se unen al dominio extracelular de
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un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como una proteina purificada con una KD de 3,5 nM o
menor, segun se determina por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido
CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 30) expresado en la superficie de una célula, segun se determina por citometria de
flujo; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.€j.,
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la
superficie de una célula con una KD aparente de 7,5 nM o menor, segun se determina por
citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de la isoforma
E humana (p.ej., qgue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105) como
una proteina purificada, segun se determina por ELISA; se unen al dominio extracelular
de un polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105) expresado en la superficie de una célula, segun se
determina por citometria de flujo; inducen apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) de una célula que expresa CD38 en su superficie celular; y tiene una
0 mas mutaciones (p.ej., en una region Fc) que dan como resultado una disminucion de la
union a FcyRI y/o FcyRIl, en comparacion con la misma proteina de union sin la una o
mas mutaciones; inducen la proliferacién de células T (p.ej., proliferacion de células T
CD4+ y/o CD8+); inducen la expresion en células T (p.ej., células T CD4+ y/o CD8+) de
Bcl-xL; inducen la apoptosis de ceélulas CD38+; se unen a CD38 expresado en la
superficie de una célula y uno o mas antigenos diana de células T expresados en la
superficie de una célula T; se unen a CD38 expresado en la superficie de una célula,
CD28 expresado en la superficie de una célula T, y CD3 expresado en la superficie de
una célula T; estimulan la activacion del receptor de células T; inducen la coestimulacion

de la sefializacion del receptor de células T (p.ej., mediada por CD28); y tiene una o mas
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mutaciones (p.ej., en una regiébn Fc) que dan como resultado la disminucién de la
liberacion de citocinas (p.ej., IFN-y, IL-2, y/o TNF-a) por las PBMC, en comparacion con la
misma proteina de unién sin la una o0 mas mutaciones; inducen la liberacion de citocinas
(p.€j., IFN-y y/o IL-6) por las PBMC en presencia de una célula diana CD38+. Para
ensayos ilustrativos, véanse los Ejemplos 1, 3, y 4. En algunas modalidades, la KD se
mide a 4°C o 25°C.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una proteina de
unién que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, en
donde el sitio de unién a antigeno comprende: (a) un dominio variable de cadena pesada
(VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y/o (b) un dominio
variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o
QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En
algunas modalidades, el sitio de union a antigeno comprende: (a) un dominio variable de
cadena pesada (VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA
(SEQ ID NO:37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) 0 IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3

gue comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y/o
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(b) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID
NO: 34) 0 QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 132), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una
secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID
NO: 36). En algunas modalidades, el sitio de unién a antigeno comprende: (a) un dominio
variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende el secuencia de aminoacidos de IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32) y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y / o (b) un dominio variable de cadena ligera (VL)
de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una secuencia CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de LAS (SEQ ID NO: 35), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia, de extremo N-terminal a extremo C-
terminal, FR1—CDR-H1—FR2—CDR-H2—FR3—CDR-H3—FR4; en donde FR1
comprende la secuencia QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 86),
QVOQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87), o]
QVOQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO: 88); en donde FR2 comprende la
secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); en donde FR3 comprende la secuencia
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 93) o
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y en donde

FR4 comprende la secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96). En algunas
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modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5,
y/o el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17,
y/o el dominio VL comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 18. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21,
y/o el dominio VL comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 18. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23,
y/o el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas
modalidades, el sitio de unién a antigeno comprende: (a) un dominio variable de cadena
pesada (VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia

CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:
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33); y (b) un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID
NO: 39), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de amino&cidos GAS (SEQ
ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio VH comprende la
secuencia, de extremo N-terminal a extremo C-terminal, FR1—CDR-H1—FR2—CDR-
H2—FR3—CDR-H3—FR4; en donde FR1 comprende la secuencia
QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 86),
QVOQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87), o]
QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO: 88); en donde FR2 comprende la
secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); en donde FR3 comprende la secuencia
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 93) o
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y en donde
FR4 comprende la secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96). En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13,
y/o el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una proteina de
unién que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, en
donde el sitio de unién a antigeno comprende: (a) un dominio variable de cadena pesada
(VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia

de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que comprende la
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secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43); y (b) un
dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ
ID NO: 46). En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y/o el dominio VL comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, la proteina de unién
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En algunas modalidades, el sitio de unién a
antigeno reacciona de manera cruzada con un dominio extracelular de un polipéptido
CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo. En
algunas modalidades, el sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 humano
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas modalidades,
el sitio de unién a antigeno se une al polipéptido CD38 humano que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacién en
equilibrio (KD) de 2,1 nM o menor. En algunas modalidades, el sitio de unién a antigeno
se une a un polipéptido CD38 de la isoforma E humana que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105. En algunas modalidades, el sitio de union a antigeno se
une a un polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30. En algunas modalidades, el sitio de unién a antigeno se

une al polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 30 con una constante de disociacion en equilibrio (KD) de 1,3 nM o
menor.

En algunas modalidades de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la
proteina de unién es un anticuerpo quimérico o humanizado. En algunas modalidades, la
proteina de unién es un anticuerpo humano. En algunas modalidades, la proteina de
unidbn es un anticuerpo monoclonal. En algunas modalidades, la proteina de union
comprende una 0 mas cadenas pesadas de anticuerpo completas que comprenden una
region Fc. En algunas modalidades, la regiébn Fc es una region Fc humana que
comprende una 0 mas mutaciones que reducen o eliminan la funcién de union y/o
efectora del receptor Fc de la regiéon Fc. En algunas modalidades, la regién Fc es una
region Fc de IgG1l humana. En algunas modalidades, la region Fc de 1gG1 humana
comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 234, 235, y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A, y P329A. En algunas modalidades, la
region Fc de IgG1 humana comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 298, 299, y 300 de IgG1 humana de acuerdo con el indice
UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S298N, T299A, y Y300S. En algunas
modalidades, la region Fc es una region Fc de IgG4 humana. En algunas modalidades, la
region Fc de IgG4 humana comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K. En algunas modalidades,
la region Fc de IgG4 humana comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A. En algunas modalidades,

la region Fc de IgG4 humana comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que



10

15

20

25

13

corresponden a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE, en
donde las sustituciones de aminoacidos son E233P, F234V, L235A, y una delecion en
236. En algunas modalidades, la regién Fc de IgG4 humana comprende sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 233-237 de IgG4 humana
de acuerdo con el indice UE, en donde la secuencia EFLGG se reemplaza por PVAG. En
algunas modalidades, la proteina de union comprende un fragmento F(ab), F(ab’)2, Fab’-
SH, Fv, o scFv de anticuerpo. En algunas modalidades, la proteina de unién se conjuga
con un agente citotéxico o marca. En algunas modalidades, la proteina de unién es una
proteina de unién biespecifica que comprende el primer sitio de unién a antigeno que se
une al polipéptido CD38 y un segundo sitio de unién a antigeno. En algunas modalidades,
la proteina de union es una proteina de union triespecifica que comprende el primer sitio
de unién a antigeno que se une al polipéptido CD38, un segundo sitio de unién a
antigeno, y un tercer sitio de unién a antigeno. En algunas modalidades, el primer sitio de
unién a antigeno se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano, y en
donde el segundo y tercer sitios de unién a antigeno se unen cada uno a una proteina de
superficie de células T. En algunas modalidades, el primer sitio de unién a antigeno se
une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano, y en donde (a) el segundo
sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD28 humano, y el tercer sitio de unién
a antigeno se une a un polipéptido CD3 humano, o (b) el segundo sitio de unién a
antigeno se une a un polipéptido CD3 humano, y el tercer sitio de unién a antigeno se une
a un polipéptido CD28 humano.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una proteina de
unién que comprende tres sitios de unién a antigeno que se unen cada uno a una o0 mas
proteinas diana, en donde al menos uno de los tres sitios de union a antigeno reacciona

de manera cruzada con un dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano y un
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dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo. En algunas
modalidades, la proteina de unidn reacciona de manera cruzada con un polipéptido CD38
humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:
105. En algunas modalidades, la proteina de union reacciona de manera cruzada con un
polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 30. En algunas modalidades, la proteina de unién comprende un sitio de
unién a antigeno que reacciona de manera cruzada con un dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono
cinomolgo y dos sitios de uniéon a antigeno que se unen cada uno a una proteina de
superficie de células T. En algunas modalidades, la proteina de unién comprende un sitio
de unién a antigeno que reacciona de manera cruzada con un dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono
cinomolgo, un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD28 humano, y un
sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD3 humano. En algunas
modalidades, la proteina de unién comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman
los tres sitios de unién a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica comprende
una estructura representada por la férmula:

Viz-L1-Vii-L2-C (1]

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:

VH1-L3-Vh2-Ls-Chi-bisagra-Chz-Chs [

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:

VHg-CHl-bisagra-CHz-CHg [|||]
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y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vi3-CL (V]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V12 s un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vuz €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobuling;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cq, de inmunoglobuling;

Cus es un dominio constante de cadena pesada Cysz de inmunoglobuling;

bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cu1 Y Crz; Y

L1, Lo, L3 y L4 soNn conectores aminoacidicos;

en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un
par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera, y

en donde: (a) el dominio Vx1 comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA
(SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) 0 IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3
gue comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el

dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o
GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36);

(b) el dominio Vw2, comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37),
una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ
ID NO: 32) 0 IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi,
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia
CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ
ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoécidos
QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); 0

(c) el dominio Vw3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi3
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), 0 QSVSSYGQG
(SEQ ID NO:111), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades,

la proteina de union comprende cuatro cadenas de polipéptidos que forman los tres sitios
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de uni6on a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica comprende una
estructura representada por la férmula:
Viz-L1-Vii-Lo-C (1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
VHl-L3-VH2-L4-CH1-bisagra-CH2-CH3 [”]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
VH3—CH1—bisagra—CH2—CH3 [|||]
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Viz-Co (V]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cni de inmunoglobuling;
Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cw2 de inmunoglobulina;
Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cns de inmunoglobuling;
bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los

dominios Cu1 Y Crg; Y
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L1, Lo, Lz y Ls sSON conectores aminoacidicos;

en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un
par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera, y

en donde: (a) el dominio Vy1 comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) or GYTFTSYA
(SEQ ID NO:37), a CDR-H2 sequence que comprende la secuencia de aminoéacidos de
IYPGNGGT (SEQ ID NO:32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3
que comprende la secuencia de aminoécidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el
dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) o0 QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de LAS (SEQ ID NO:35)
0 GAS (SEQ ID NO:40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO:36);

(b) el dominio Vu, comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) o GYTFTSYA (SEQ ID
NO:37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IYPGNGGT (SEQ ID NO:32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3
qgue comprende la secuencia de aminoécidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el
dominio V> comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) o0 QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de LAS (SEQ ID NO:35)
0 GAS (SEQ ID NO:40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO:36); o

(c) el dominio Vuz comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia

de aminoacidos de GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO:37), una
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secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de amino&cidos de IYPGNGGT (SEQ ID
NO:32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el dominio Vi3
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) 0 QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una secuencia CDR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de LAS (SEQ ID NO:35) o GAS (SEQ ID
NO:40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
QONKEDPWT (SEQ ID NO:36). En algunas modalidades, el dominio V41 comprende una
secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID
NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.1 comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID
NO: 34), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ
ID NO: 35), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
QQONKEDPWT (SEQ ID NO: 36); el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y
una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY
(SEQ ID NO: 33), y el dominio V1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); el dominio
Vh2 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos

GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
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amino&cidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi,
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y una secuencia CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); el dominio V42 comprende
una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ
ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V> comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID
NO: 39), 0 QSVSSYGQG (SEQ ID NO:111), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); el dominio Vus
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi3
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y una secuencia CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); o el dominio Vuz comprende
una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ
ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos

IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi3 comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID
NO: 39), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de amino&cidos GAS (SEQ
ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V43 comprende una
secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID
NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.3 comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID
NO: 34), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ
ID NO: 35), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36); o el dominio Vuz comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y
una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY
(SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi3 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En
algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 5, y el dominio Vi3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6; el
dominio Vus comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 17, y el dominio V3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18; el dominio Vus comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, y el dominio V.3 comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO: 18; el dominio Vus comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23, y el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 18; o el dominio Vusz comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO: 13, y el dominio Vi3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En
algunas modalidades, la proteina de uniébn comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman los tres sitios de unién a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la férmula:
Viz-L1-Vii-L2-C (1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
VH1-L3-Vh2-Ls-Chi-bisagra-Chz-Chs [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Vhz-Cha-bisagra-Crz-Crs (1
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Viz-Co (V]
en donde:
V11 e€s un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 es un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus es un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
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Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cwi de inmunoglobuling;

Cu2 es un dominio constante de cadena pesada Cyz de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cnsz de inmunoglobulina;

bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cu1 y Crg; Yy

L1, Lo, Ly Ls SON conectores aminoacidicos;

en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un
par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera, y

en donde (a) el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y
una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY
(SEQ ID NO: 43), y el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46);

(b) el dominio Vu, comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43),
y el dominio V> comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46); o
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(c) el dominio Vs comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43), y el dominio
Vi3 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminodcidos
QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En algunas modalidades, el
dominio Vusz comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43), y el dominio
Vs comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En algunas modalidades, el
dominio Vus comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y el dominio Vs
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, el
dominio Vu; comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50, el dominio Vw4, comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, y el dominio V., comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 54; el dominio V4, comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio V> comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, el dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 53, y el dominio V1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54; el
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dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 51, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 52, el dominio V42 comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, y el dominio V> comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 54; el dominio V42 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 51, el dominio V2 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 52, el dominio Vu1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53, y el dominio Vi1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54; el
dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50, el dominio Va2 comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 84, y el dominio V> comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 85; el dominio V4, comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio V.2 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, el dominio Vui1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 84, y el dominio Vi1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85; el
dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 52, el dominio Vw4, comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 84, y el dominio V> comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 85; o el dominio Vu, comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 51, el dominio V.2 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 52, el dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 84, y el dominio V.1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85. En
algunas modalidades, el dominio V41 comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO: 49, el dominio Vi1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50, el
dominio Vw2, comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 53, el dominio V..

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54, el dominio Vus comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y el dominio V.3 comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o el dominio Vu1 comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 49, el dominio V.1 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, el dominio V42 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53, el dominio V> comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54, el
dominio Vus comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y el dominio V3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, al
menos uno de Li, Ly, Ls 0 L4 tiene independientemente 0O amino&cidos de longitud. En
algunas modalidades, Li, L2, L3 0 Ls tienen independientemente O aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, (a) L1, L, L3y L4 tienen cada uno independientemente O
aminoacidos de longitud o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:
56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG
(SEQ ID NO: 59); o (b) Li, Lz, Lsy La comprenden cada uno independientemente una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP
(SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, L
comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), L, comprende la secuencia
TKGPS (SEQ ID NO: 57), Ls comprende la secuencia S, y L, comprende la secuencia RT;
L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), L, comprende la
secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud, y La
tiene 0 amino&cidos de longitud; L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO: 59), L, comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), Ls tiene 0
amino&cidos de longitud, y L. tiene 0 aminoacidos de longitud; o Li comprende la

secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), L, tiene 0 aminoacidos de longitud,
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Ls comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), y L4 tiene O
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, los dominios bisagra-Cu.-Chs de la
segunda y la tercera cadenas polipeptidicas son dominios bisagra-Cu-Crz de IgG4
humana, y en donde los dominios bisagra-Ch2-Chs comprenden cada uno sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana
de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y
L235A. En algunas modalidades, los dominios bisagra-Cu2-Chs de la segunda y la tercera
cadenas polipeptidicas son dominios bisagra-Cy.-Chz de IgG4 humana, y en donde los
dominios bisagra-Cn2-Chz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con
el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son E233P, F234V, L235A, y una
delecién en 236. En algunas modalidades, los dominios bisagra-Cu2-Chs de la segunda y
la tercera cadenas polipeptidicas son dominios bisagra-Cuz-Cus de IgG4 humana, y en
donde los dominios bisagra-Cux2-Chz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en posiciones gue corresponden a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo
con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K. En
algunas modalidades, los dominios bisagra-Cu2-Chz de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra-Ch2-Crz de IgG1 humana, y en donde los dominios
bisagra-Cn2-Cnz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234, 235, y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice
UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A, y P329A. En algunas
modalidades, los dominios bisagra-Cy.-Cvz de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra-Ch2-Crz de IgG1 humana, y en donde los dominios
bisagra-Cnx2-Chz comprenden cada uno sustituciones de aminoécidos en posiciones que

corresponden a las posiciones 298, 299, y 300 de IgG1 humana de acuerdo con el indice
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UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S298N, T299A, y Y300S. En algunas
modalidades, el dominio bisagra-Cx2-Crs de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 349, 366,
368, y 407 de IgGl o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminodacidos son Y349C, T366S, L368A, y Y407V; y en donde el dominio
bisagra-Cn2-Chz de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W. En algunas modalidades, el dominio bisagra-Cx2-Chs de la segunda
cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 354 y 366 de IgG1l o IgG4 humanas de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoéacidos son S354C y T366W:; y en donde el
dominio bisagra-Cx.-Chs de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 349, 366, 368, y 407 de
IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, y Y407V. En algunas modalidades, la primera
cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la
segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
60, la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 62, y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 63. En algunas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64, la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65, y la cuarta

cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En
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algunas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 66, la tercera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67, y la cuarta cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En algunas modalidades, la
primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61,
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
60, la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 68, y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 69. En algunas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64, la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70, y la cuarta
cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En
algunas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 66, la tercera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71, y la cuarta cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una proteina de
unién que comprende tres sitios de unién a antigeno que se unen cada uno a una o0 mas
proteinas diana, en donde la proteina de unibn comprende cuatro cadenas polipeptidicas
gue forman los tres sitios de unién a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la formula:

Vi2-L1-Vii-Lo-Co [1]
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y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
VH1-L3-VH2-L4-CH1-bi5agra-CH2-CH3 [”]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhs-Cri-bisagra-Crz-Cus [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Viz-Co (V]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 es un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus es un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cw1 es un dominio constante de cadena pesada Cwi de inmunoglobuling;
Cu2 es un dominio constante de cadena pesada Cy, de inmunoglobulina;
Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cus de inmunoglobuling;
bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cu1 y Cro; y
L1, Lo, L3y Ls SON conectores aminoacidicos;
en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un

par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera; y
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en donde (a) los dominios bisagra-Cn>-Crs de la segunda y la tercera
cadenas polipeptidicas son dominios bisagra-Cq2-Crs de IgG1l humana, y en donde los
dominios bisagra-Cx.-Crz comprenden cada uno sustituciones de aminoécidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 298, 299, y 300 de IgG1l humana de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S298N, T299A,
y Y300S; o (b) los dominios bisagra-Cu2-Chz de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra-Cxz2-Chs de 1gG4 humana, y en donde los dominios
bisagra-Cn2-Chsz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE, en
donde las sustituciones de aminoacidos son E233P, F234V, L235A, y una delecion en
236. En algunas modalidades, los dominios bisagra-Cn2-Cnz de 1gG4 humana comprenden
sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 233-237
de 1gG4 humana de acuerdo con el indice UE, en donde la secuencia EFLGG se
reemplaza por PVAG. En algunas modalidades, al menos un par de Vi1 Y Vi1, Viz Y Via, ¥
Vuz ¥ Viz forma un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38. En
algunas modalidades, uno, dos, o tres pares de Vu1 y Vi1, V2 Y Vio, ¥ Vhz ¥ Vi forman un
sitio de unién a antigeno que se une a una diana antigénica seleccionada del grupo que
consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC,
B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS,
CCL7, CCLS8, CCL11, CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26,
CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70,
CD80, CD86, CD122, CD137, CD137L, CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274,
CD275, CD276, CD278, CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1,
CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucledsido trifosfato

difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR,
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GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R,
IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, ILS8, IL9,
IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, IL22, 1L23,
IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase I,
NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, PROM1,
S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2, quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIMS,
TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR,
TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM, y XCR1. En algunas modalidades, un primer par
de Vu1 Yy Vi1, Viz Y Viz, ¥ Vus Y Vis forma un sitio de unién a antigeno que se une a un
polipéptido CD3 humano, un segundo par de Vi1 Y Vi1, Viz Y Vi2, Y Vus ¥ Vis forma un sitio
de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD28 humano, y un tercer par de Vw1 y
Vi1, Viz ¥ Vi2, ¥ Vus ¥ Vis forma un sitio de unién a antigeno que se une a una diana
antigénica humana seleccionada del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa,
BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7,
B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL15, CCL17,
CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20,
CD23, CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122, CD137,
CD137L, CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276, CD278,
CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1,
CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleésido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR,
ENTPD1, FCER1A, FCERL1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLAZ2,
HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2,
IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, IL22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR,

LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40,
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OX40L, PD-1H, receptor plaguetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2,
quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1,
TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM,
y XCR1.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona un kit de
polinucledtidos, que comprende: (a) un primer polinucleétido que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucle6tido que comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 72, un tercer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 74, y un
cuarto polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 75; (b) un primer
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucleétido
gue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 76, un tercer polinucleétido que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 77, y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 75; (c) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 73, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 78, un
tercer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 79, y un cuarto
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 75; (d) un primer
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucleétido
gue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 72, un tercer polinucleétido que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 80, y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 81; (e) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 73, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 76, un
tercer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 82, y un cuarto
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 81; o (f) un primer
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucleétido

gue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 78, un tercer polinucleétido que comprende
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la secuencia de SEQ ID NO: 83, y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 81.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona un
polinucleétido que comprende la proteina de unién de una cualquiera de las modalidades
anteriores. En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona un vector
gue comprende un polinucleétido que comprende la proteina de unién de una cualquiera
de las modalidades anteriores.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una célula
anfitriona que comprende el kit de polinucleétidos, el polinucleétido, o el vector de una
cualquiera de las modalidades anteriores. En algunas modalidades, en la presente
memoria se proporciona un método de produccion de una proteina de union,
comprendiendo el método cultivar la célula anfitriona de una cualquiera de las
modalidades anteriores de manera que se produce la proteina de uniéon. En algunas
modalidades, el método comprende adicionalmente recuperar la proteina de unién de la
célula anfitriona.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende la proteina de uniéon de una cualquiera de las
modalidades anteriores y un portador farmacéuticamente aceptable.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporciona un método
para la prevencion y/o el tratamiento del cancer en un paciente que comprende la
administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una
proteina de unidon de una cualquiera de las modalidades anteriores o la composicion
farmacéutica de una cualquiera de las modalidades anteriores. En algunas modalidades,
la proteina de union es una proteina de union triespecifica que comprende un primer sitio

de unién a antigeno que se une a CD3, un segundo sitio de unién a antigeno que se une
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a CD28, y un tercer sitio de unién a antigeno que se une al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano. En algunas modalidades, la al menos una proteina de unién se
administra conjuntamente con un agente quimioterapéutico. En algunas modalidades, el
cancer es mieloma multiple. En algunas modalidades, el cancer es leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), o
linfoma de células B. En algunas modalidades, el paciente es un ser humano. En algunas
modalidades, el paciente se selecciona para el tratamiento debido a que las células del
cancer expresan un polipéptido de la isoforma E de CD38 humano (p.ej., como se expone
en SEQ ID NO: 105) sobre su superficie celular. En algunas modalidades, las células
cancerosas expresan CD38 y CD28. En algunas modalidades, las células cancerosas
expresan CD38 y no expresan CD28.

En algunas modalidades, en la presente memaria se proporciona al menos una
proteina de uniéon de una cualquiera de las modalidades anteriores o la composicion
farmacéutica de una cualquiera de las modalidades anteriores para su uso en la
prevencién y/o el tratamiento del cancer en un paciente (p.€j., un paciente que lo necesite,
tal como un paciente con cancer). En algunas modalidades, en la presente memoria se
proporciona al menos una proteina de uniéon de una cualquiera de las modalidades
anteriores o la composicion farmacéutica de una cualquiera de las modalidades anteriores
para su uso en la fabricacién de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento del
cancer en un paciente (p.ej., un paciente que lo necesite, tal como un paciente con
cancer). En algunas modalidades de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la
proteina de union es una proteina de unién triespecifica que comprende un primer sitio de
union a antigeno que se une a CD3, un segundo sitio de unién a antigeno que se une a
CD28, y un tercer sitio de union a antigeno que se une al dominio extracelular de un

polipéptido CD38 humano. En algunas modalidades, la al menos una proteina de union se



10

15

20

25

36

debe administrar conjuntamente  con un agente quimioterapéutico. En algunas
modalidades, el cancer es mieloma mdultiple. En algunas modalidades, el cancer es
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica
cronica (CLL), o linfoma de células B. En algunas modalidades, el paciente es un ser
humano. En algunas modalidades, el paciente se selecciona para el tratamiento debido a
gue las células del cancer expresan un polipéptido de la isoforma E de CD38 humano
(p.€j., como se expone en SEQ ID NO: 105) sobre su superficie celular. En algunas
modalidades, las células cancerosas expresan CD38 y CD28. En algunas modalidades,
las células cancerosas expresan CD38 y no expresan CD28.

Se debe entender que una, algunas, o todas las propiedades de las diversas
modalidades descritas en la presente memoria se pueden combinar para formar otras
modalidades de la presente invencion. Estos y otros aspectos de la invencién resultaran
evidentes para un experto en la técnica. Estas y otras modalidades de la invencién se
describen adicionalmente en la siguiente descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El archivo de la patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en
color. La Oficina facilitara copias de esta publicacién de patente o solicitud de patente con
dibujos en color previa peticién y pago de la tasa necesaria.

La FIG. 1A muestra la unién de anticuerpos mAb1l anti-CD38 (parte superior) e
isatuximab (parte inferior) a células de linfoma SU-DHL-8 humano o células de mieloma
multiple MOLP-8 humano utilizando citometria de flujo.

La FIG. 1B muestra los resultados de ensayos de union de citometria de flujo
gue examinan la unién de anticuerpos mAbl anti-CD38 o isatuximab (no se observé

union) a células que expresan CD38 de mono cinomolgo sobre su superficie.
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Las FIG. 2A-21 muestran los resultados de ensayos que caracterizan la union
de anticuerpos anti-CD38 a polipéptidos CD38 humanos y de mono cinomolgo. La FIG.
2A muestra la unién de anticuerpo mAb2 anti-CD38 humanizado a CD38 humano soluble
(parte superior, “hCD38::Cola de histidinas”) o CD38 de mono cinomolgo (parte superior,
“cinoCD38::Cola de histidinas”) mediante ELISA, asi como la unibn de mAb2 a la
superficie de células que expresan CD83 humano (parte inferior, segin lo sefialado) o
CD38 de mono cinomolgo (parte inferior, segun lo sefialado) mediante citometria de flujo.
La FIG. 2B muestra la unién de mAb2 a CD38 humano (parte superior) o CD38 de mono
cinomolgo (parte inferior) mediante resonancia de plasmoén superficial (SPR). La FIG. 2C
muestra la unién de anticuerpo mAb3 anti-CD38 humanizado a CD38 humano soluble
(parte superior, “hCD38::Cola de histidinas”) o CD38 de mono cinomolgo (parte superior,
“cinoCD38::Cola de histidinas”) mediante ELISA, asi como la unibn de mAb3 a la
superficie de células que expresan CD83 humano (parte inferior, segin lo sefialado) o
CD38 de mono cinomolgo (parte inferior, segun lo sefialado) mediante citometria de flujo.
La FIG. 2D muestra la union de mAb3 a CD38 humano (parte superior) o CD38 de mono
cinomolgo (parte inferior) mediante SPR. La FIG. 2E muestra la unién de anticuerpo mAb5
anti-CD38 humanizado a CD38 humano soluble (parte superior, “hCD38::Cola de
histidinas”) o CD38 de mono cinomolgo (parte superior, “cinoCD38::Cola de histidinas”)
mediante ELISA, asi como la union de mAb5 a la superficie de células que expresan
CD83 humano (parte inferior, segun lo sefialado) o CD38 de mono cinomolgo (parte
inferior, segun lo sefialado) mediante citometria de flujo. La FIG. 2F muestra la union de
mADb5 a CD38 humano (parte superior) o CD38 de mono cinomolgo (parte inferior)
mediante SPR. La FIG. 2G muestra la union de anticuerpo anti-CD38 humano hhy1370 a
CD38 humano soluble (parte superior, “hCD38::Cola de histidinas”) o CD38 de mono

cinomolgo (parte superior, “cinoCD38::Cola de histidinas”) mediante ELISA, asi como la
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union de hhy1370 a la superficie de células que expresan CD83 humano (parte inferior,
segun lo sefialado) o CD38 de mono cinomolgo (parte inferior, segun lo sefalado)
mediante citometria de flujo. La FIG. 2H muestra la union de hhy1370 a CD38 humano
(parte superior) o CD38 de mono cinomolgo (parte inferior) mediante SPR. La FIG. 2I
resume los datos de union de los experimentos ELISA, SPR, y FACS, asi como el
porcentaje de identidad de cada dominio VH (“H”) o VL (‘L") de anticuerpo con la
secuencia de la regién V humana desde la parte superior a la inferior que corresponde a
la dltima linea de mAb2, mAb3, mAb 4, mAb 5, y mAb6 (1195 HHKK-3 no se ha descrito
mediante su secuencia de aminodcidos de VL/VH en el texto siguiente).

La FIG. 2J muestra la induccion dependiente de la concentracion de la
apoptosis de células SU-DHL-8 mediante mAb7 y mAb1l después de la incubacién durante
72 horas a 37°C.

La FIG. 2K muestra actividad de citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos (ADCC) de isatuximab y mAbl contra células SU-DHL-8 en presencia de
células NK92.

La FIG. 2L muestra la actividad de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) dependiente de la concentracion de isatuximab
(derecha) y mAbl (izquierda) contra células SU-DHL-8 en presencia de células NK92
después de 4 horas a 37°C.

Las FIG. 2M-2Q muestran los resultados de ensayos de induccion de
apoptosis utilizando los anticuerpos anti-CD38 indicados contra células tumorales SU-
DHL-8. La apoptosis se cuantific6 midiendo la captacion dual de Anexina V y Yoduro de
propidio a través de citometria de flujo. La FIG. 2M muestra el porcentaje de células
apoptéticas inducidas por cada anticuerpo. Las FIG. 2N-2Q muestran la induccion de

apoptosis dependiente de la dosis en células SU-DHL-8 de linfoma por anticuerpos mAb2
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anti-CD38 (FIG. 2N), mAb3 (FIG. 20), mAb4 (FIG. 2P), y mAb5 (FIG. 2Q), asi como la
CI50 para cada anticuerpo.

La FIG. 3A proporciona una representacion esquematica de una proteina de
union triespecifica que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de
unién a antigeno que se une a tres proteinas diana: CD28, CD3, y CD38. Un primer par
de polipéptidos posee dominios variables duales que tienen una orientacién de
entrecruzamiento (VH1-VH2 y VL2-VL1) que forma dos sitios de uniéon a antigeno que
reconocen CD3 y CD28, y un segundo par de polipéptidos posee un dominio variable
sencillo (VH3 y VL3) que forma un solo sitio de unién a antigeno que reconoce CD38. La
proteina de unién triespecifica que se muestra en la FIG. 3A utiliza una regién constante
de IgG4 con una mutacion de “botén en ojal”’, donde el boton esta en el segundo par de
polipéptidos con un dominio variable sencillo.

La FIG. 3B proporciona una representacion esquematica de un ensayo basado
en SPR para examinar la capacidad de cada dominio de unién a antigeno de proteinas de
unién triespecificas anti-CD38/anti-CD28/anti-CD3 para unirse a su antigeno cognado.

La FIG. 3C muestra los resultados de ensayos basados en SPR para examinar
la unién de CD38 a proteinas de unidn triespecificas anti-CD38/anti-CD28/anti-CD3. La
union de CD38 humano a proteinas de union triespecificas se examiné sola (parte
superior izquierda), después de la union previa a CD3 (parte superior centro), después de
la unién previa a CD28 (parte superior derecha), después de la unién previa a CD3,
después a CD28 (parte inferior izquierda), o después de la unién previa a CD28, después
a CD3 (parte inferior derecha).

La FIG. 4 muestra la unién secuencial de polipéptidos CD3, CD28, y CD38
humanos a proteinas de union triespecificas anti-CD38/anti-CD28/anti-CD3, segun se

determina por SPR.
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La FIG. 5 resume las afinidades de union de las proteinas de union
triespecificas indicadas a sus antigenos cognados (CD3, CD28, y CD38 humanos) segun
se mide mediante SPR.

La FIG. 6A compara la afinidad aparente del dominio de unién a antigeno de
isatuximab en un formato de IgG1l humana (22 lamina) o en un formato de proteina de
union triespecifica con los dominios de unién a antigeno de isatuximab, anti-CD28, y anti-
CD3 (formato de acuerdo con la FIG. 3A; 12 lamina) para unirse a polipéptidos CD38
humanos (parte superior) o de mono cinomolgo (parte inferior), segin se determina por
citometria de flujo.

Las FIG. 6B-6D comparan las afinidades aparentes de la proteina de unién
triespecifica CD38yn1XCD28sypXCD3mid, CD38vHiXxCD28vnXCD3mis, 0 del anticuerpo
monoespecifico mAb2 anti-CD38 para unirse a células que expresan polipéptidos CD38
humanos o de mono cinomolgo, seguin se determina por citometria de flujo. La FIG. 6B
muestra la union de proteina de union triespecifica CD38vH1XCD28s,p;XCD3mia a células
que expresan polipéptidos CD38 humano (parte superior) o de mono cinomolgo (parte
inferior). La FIG. 6C muestra la unibn de la proteina de union triespecifica
CD38yH1XxCD28cynixCD3mia a células que expresan polipéptidos CD38 humano (parte
superior) o de mono cinomolgo (parte inferior). La FIG. 6D muestra la union de anticuerpo
monoespecifico mAb2 anti-CD38 a células que expresan polipéptidos CD38 humano
(parte superior) o de mono cinomolgo (parte inferior).

La FIG. 6E compara las afinidades aparentes de la proteina de union
triespecifica CD38uHy1370XCD28s,p;XCD3mia 0 del anticuerpo monoespecifico anti-CD38
mADbG6 para unirse a células que expresan polipéptidos CD38 humano (parte superior) o de

mono cinomolgo (parte inferior), segun se determina por citometria de flujo.
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La FIG. 6F resume la afinidad de union de las proteinas de union triespecificas
anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 indicadas para CD38 humano, segin se mide mediante
SPR o citometria de flujo (FACS).

La FIG. 6G muestra la afinidad aparente de la proteina de unién triespecifica
ACD38VH1XCD28s,,:xCD3mia que carece del dominio de unidén a antigeno anti-CD38 para
unirse a células que expresan polipéptidos CD38 humano (parte superior) o de mono
cinomolgo (parte inferior), segun se determina por citometria de flujo.

Las FIG. 7A y 7B muestran los resultados de un ensayo ELISA que determina
las afinidades de unién de diversas proteinas de unidn triespecificas de IgG4 anti-
CD38xCD28xCD3, o anticuerpos de control, contra polipéptidos CD3, CD28 y CD38
humanos y de mono rhesus.

Las FIG. 8A-8D muestran los resultados de la destruccion especifica mediada
por anticuerpos de células CD38" por las PBMC de tres donantes humanos diferentes
utilizando las proteinas de union triespecificas anti-CD38xCD28xCD3 y anticuerpos de
control indicados. Se muestran resultados representativos utilizando lineas celulares de
mieloma mdltiple RPMI8266 (FIG. 8A), NCI-H929 (FIG. 8B), KMS-26 (FIG. 8C), y KMS-11
(FIG. 8D), y los valores de CE50 proporcionan en la Tabla N. Los valores de CE50
obtenidos utilizando células NCI-H929, KMS-26, y KMS-11 se proporcionan en las Tablas
0-Q.

Las FIG. 8E y 8F muestran los resultados de la destruccion especifica mediada
por anticuerpo de células CD38* por las PBMC de dos donantes diferentes utilizando las
proteinas de union triespecificas anti-CD38xCD28xCD3 indicadas con regiones Fc
variantes y anticuerpos de control. Se muestran resultados representativos utilizando
lineas celulares KMS-11 (FIG. 8D) y U266 (FIG. 8E) CD38", y los valores de CE50 se

proporcionan en Tablas Q2 y Q3.
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Las FIG. 9A, 9B, y 10 muestran la activacion (CD69*) de células T humanas
tratadas con diversas proteinas de union triespecificas anti-CD38xCD28xCD3 o
anticuerpos de control durante 24 horas. La FIG. 9A muestra la activacion (CD69") de
células T CD3* humanas. La FIG. 9B muestra la activacién (CD69") de células T CD3*
CD4* humanas. La FIG. 10 muestra la activacion (CD69%) de células T CD3* CD8"
humanas.

Las FIG. 11A-11B muestran los resultados de evaluaciones de liberacion de
citocina in vitro de PBMC humanas tratadas con las proteinas de unién triespecificas anti-
CD38xCD28xCD3 o anticuerpos de control indicados basandose en el método de la placa
seca como describen Stebbings, R. et al. (2007) J. Immunol. 179:3325-3331. La FIG. 11A
muestra los resultados utilizando 5pg/mL de los anticuerpos indicados. La FIG. 11B
muestra los resultados utilizando 25ng/mL de los anticuerpos indicados.

Las FIG. 12A-12E muestran la actividad in vivo de la proteina de union
triespecifica anti-CD38vnyXCD28sup)XCD3(mia) €n el modelo de ratdbn NSG humanizado de
células de sangre de cordon umbilical CD34+ en el que se han implantado células de
mieloma multiple RPMI-8226. La FIG. 12A muestra el cambio en el volumen tumoral en
ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica
anti-CD38vnyxCD28(supXCD3migy VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38. La FIG. 12B muestra el volumen tumoral medio el dia 18 en ratones tratados
con las concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-
CD38vhiXCD28sup)xCD3migy VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38. La FIG. 12C muestra el peso tumoral terminal medio en ratones tratados con
las concentraciones indicadas de la proteina de unidn triespecifica anti-
CD38vHXCD28sup)xCD3miay VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-

CD3/CD38. La FIG. 12D muestra la curva de crecimiento tumoral medio en el transcurso
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del experimento en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de
union triespecifica anti-CD38vHiyXCD28supyXCD3migy VS. ratones tratados con un anticuerpo
biespecifico anti-CD3/CD38. La FIG. 12E muestra el cambio medio en el peso corporal en
multiples puntos temporales en el transcurso del experimento de ratones tratados con las
concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-
CD38vhXCD28sup)xCD3miqy VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38.

Las FIG. 13A-13F muestran la actividad in vivo de la proteina de union
triespecifica anti-CD38vnyXCD28supXCD3mia) €n el modelo de ratdbn NSG humanizado de
PBMC en el que se han implantado células de mieloma multiple RPMI-8226. La FIG. 13A
muestra el cambio en el volumen tumoral en ratones tratados con las concentraciones
indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38ynyXCD28(supXCD3(mig) VS.
ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La FIG. 13B muestra el
volumen tumoral el dia 4 en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la
proteina de union triespecifica anti-CD38wnyXCD28supXCD3(mia) VS. ratones tratados con
un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La FIG. 13C muestra el volumen tumoral el dia
21 en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38v+yXCD28supXCD3migy VS. ratones tratados con un anticuerpo
biespecifico anti-CD3/CD38. La FIG. 13D muestra el volumen tumoral medio el dia 21 en
ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica
anti-CD38vnyxCD28(supXCD3migy VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38. La FIG. 13E muestra el peso tumoral terminal medio en ratones tratados con
las concentraciones indicadas de la proteina de unidon triespecifica anti-
CD38vHiXCD28sup)xCD3miay VS. ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-

CD3/CD38. La FIG. 13F muestra el volumen tumoral medio en mudltiples puntos



10

15

20

25

44

temporales en el transcurso del experimento en ratones tratados con las concentraciones
indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38ynyXCD28(supyXCD3(mig) VS.
ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38.

Las FIG. 14A-14U muestran los resultados de un estudio de aumento
progresivo de dosis (0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) utilizando las proteinas de union triespecificas
anti-CD38yniXxCD28(supyXCD3(mid), anti-CD38yniXCD28cvnXCD3(mid), anti-
CD38hhy1370)XCD28(supXCD3(mig), Y anti-CD38nny1370XCD28cvnyXCD3(miqy €n primates no
humanos. La FIG. 14A muestra la activacion de células T (CD69*) de células T CD3*
circulantes después de la administracion de dosis diferentes de la proteina de unién
triespecifica anti-CD381yXCD28supXCD3migy. La FIG. 14B muestra la activacion de
células T (CD69*) de células T CD3* circulantes después de la administracion de dosis
diferentes de la proteina de unién triespecifica anti-CD38v+yXCD28cvnXCD3mig). La FIG.
14C muestra la activacion de células T (CD69*) de células T CD3" circulantes después de
la administracion de dosis diferentes de la proteina de unién triespecifica anti-
CD38nhy1370)XCD28(supXCD3mig). La FIG. 14D muestra la activacion de células T (CD69%)
de células T CD3* circulantes después de la administracion de dosis diferentes de la
proteina de unidn triespecifica anti-CD38nhy1370)XCD28cvnXCD3(mi). La FIG. 14E muestra
los cambios en el porcentaje de células T CD4* circulantes después de la administracion
de las dosis indicadas de la proteina de uniébn triespecifica anti-
CD38vhiXCD28sup)xCD3(mig). La FIG. 14F muestra los cambios en el porcentaje de células
T CD8* circulantes después de la administracion de las dosis indicadas de la proteina de
union triespecifica anti-CD38vHyXCD28supXCD3mig). La FIG. 14G muestra los cambios en
el porcentaje de células T CD4"* circulantes después de la administracion de las dosis
indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38\VyXCD28(cvnXCD3mig). La FIG.

14H muestra los cambios en el porcentaje de células T CD8* circulantes después de la
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administracion de las dosis indicadas de la proteina de union triespecifica anti-
CD38VHyxCD28(cvnXCD3miq). La FIG. 141 muestra los cambios en el porcentaje de células
T CD4* circulantes después de la administracion de las dosis indicadas de la proteina de
union triespecifica anti-CD38nhy1370)XCD28suppXCD3(mig). La FIG. 14J muestra los cambios
en el porcentaje de células T CD8* circulantes después de la administracion de las dosis
indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38ny1370)XCD28supyXCD3(mia). La
FIG. 14K muestra los cambios en el porcentaje de células T CD4* circulantes después de
la administracion de las dosis indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-
CD38nhy1370)XCD28(cvnXCD3mig). La FIG. 14L muestra los cambios en el porcentaje de
células T CD8" circulantes después de la administracion de las dosis indicadas de la
proteina de union triespecifica anti-CD38nhy1370)XCD28cyn)XCD3(mig). La FIG. 14M muestra
los cambios en las células T CD4* totales 6, 24, y 48 horas después de la administracién
de 12,5 pg/kg de las proteinas de unién triespecificas indicadas. La FIG. 14N muestra los
cambios en las células NK totales 6, 24, y 48 horas después de la administracion de 12,5
ng/kg de las proteinas de union triespecificas indicadas. La FIG. 140 muestra los cambios
en las células T CD8* totales 6, 24, y 48 horas después de la administracion de 12,5 pg/kg
de las proteinas de unién triespecificas indicadas. La FIG. 14P muestra los cambios en
las células B totales 6, 24, y 48 horas después de la administracion de 12,5 pg/kg de las
proteinas de unidn triespecificas indicadas. La FIG. 14Q muestra los cambios en los
niveles de citocinas 6 horas después de la administracion de las tres dosis crecientes (0,5,
2,5, 12,5 pg/kg) de la proteina de unién triespecifica anti-CD38(Vh1)XCD28supyXCD3mid)
(resultados de diferentes animales de prueba marcados como “117065” y “117066”). La
FIG. 14R muestra los cambios en los niveles de citocinas 6 horas después de la
administracion de las tres dosis crecientes (0,5, 2,5, 12,5 pg/kg) de la proteina de unién

triespecifica anti-CD38\VuyxCD28vmXCD3migy (resultados de diferentes animales de
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prueba marcados como “117067” y “117068"). La FIG. 14S muestra los cambios en los
niveles de citocinas 6 horas después de la administracion de las tres dosis crecientes (0,5,
2,5, 12,5 ug/kg) de la proteina de unién triespecifica anti-CD38nny1370XC D28 supyXCD3(mid)
(resultados de diferentes animales de prueba marcados como “117069” y “117070”). La
FIG. 14T muestra los cambios en los niveles de citocinas 6 horas después de la
administracion de las tres dosis crecientes (0,5, 2,5, 12,5 pg/kg) de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38nhy1370)XCD28cvXCD3miqy (resultados de diferentes animales de
prueba marcados como “117071” y “117072”). La FIG. 14U muestra los cambios en los
niveles de citocinas 24 horas después de la administracion de las tres dosis crecientes
(0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) de las proteinas de union triespecificas indicadas (resultados
mostrados a partir de todos los animales de prueba).

Las FIG. 14V y 14W muestran que la proteinas de unién triespecificas anti-
CD38yHxCD28(supyXCD3(mig) y anti-CD38vHiXCD28cvnyXCD 3 mid) indujeron
empobrecimiento de células T in vivo en sangre de primate no humano a dosis mas altas
(6 horas post-dosis).

Las FIG. 14X y 14Y muestran que las proteinas de union triespecificas anti-
CD381Hy1370XCD28suppXCD3miay Y anti-CD38(HHy1370XCD28cvmyXCD3miay  indujeron
empobrecimiento de células T in vivo en sangre de primate no humano a dosis mas altas
(6 horas post-dosis).

Las FIG. 14Z y 14AA muestran la cantidad de células T sanguineas en
primates no humanos a lo largo del tiempo después de la administracién de proteinas de
union triespecificas anti-CD38vHiyXCD28supyXCD3(mid) 0 anti-CD38vwiyXCD28cvnyXCD 3 mid).

Las FIG. 14AB y 14AC muestran la cantidad de células T sanguineas en

primates no humanos a lo largo del tiempo después de la administracién de proteinas de
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union triespecificas anti-CD38HHy1370)XCD28(supyXCD 3 miq) o} anti-
CD38Hy1370XCD28cvnyXCD 3 mig)-

Las FIG. 14AD y 14AE muestran la cantidad de células T CD4+ con proteina
de union triespecifica unida después de la administracion de dosis de 100ug/kg en
primates no humanos.

Las FIG. 14AF y 14AG muestran la cantidad de células T CD8+ con proteina
de union triespecifica unida después de la administracion de dosis de 100ug/kg en
primates no humanos.

Las FIG. 15A-15C muestran la union o carencia de la misma de diversas
variantes de Fc a receptores Fc humanos FcyR | (FIG. 15A), FcyR lla (FIG. 15B), y FcyR
llib/c (FIG. 15C). Las variantes sometidas a ensayo fueron IgG1 humana, IgG4 humana, e
IgG4 humana con mutaciones FALA.

La FIG. 16 muestra la union de IgG4 humana, con o sin mutaciones FALA, a
FcRn.

La FIG. 17 resume los parametros PK de las proteinas de unidn triespecificas
indicadas (IgG4 CD38y1XxCD28s,pXCD3mig, 1gG4 FALA CD38y11XCD285,,XCD3mia, 1gG1
LALA P329A CD38yH1XCD28sypXCD3mid, € 19G4 FALA CD38hHy1370XCD28s,pXCD3mig) en
ratones NSG.

Las FIG. 18A-18C muestran la liberacién de IFN-y (FIG. 18A), IL-2 (FIG. 18B),
o TNF-a (FIG. 18C) mediada por la interaccion Fc/FcR (no especifica) por PBMC
humanas incubadas con proteinas de unién triespecificas que tienen regiones Fc de tipo
salvaje o variante FALA.

La FIG. 18D muestra activacion in vitro de PBMC humanas por proteinas de
union triespecificas CD38vHiXCD28sypXCD3mia Y CD38hHy1370XCD285,pXCD3mig, asi como

variantes de Fc de IgG1 e IgG4 de las mismas.
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Las FIG. 19A y 19B muestran que la induccién de Bcl-xL en células T CD4+
(FIG. 19A) o CD8+ (FIG. 19B) por la proteina de unién triespecifica
CD38yH1XxCD28,,;xCD3mia requiere ambos dominios de unién a antigeno CD3 y CD28.
Grafico de barras = media y d.t. de 3 donantes de PBMC. *p=<0,009.

Las FIG. 19C y 19D muestran que CD38yn1xCD28xCD3 con variantes de Fc
FALA de 1gG4 regula positivamente Bcl-xL en células T CD4+ (FIG. 19C) o CD8+ (FIG.
19D) mejor que un anticuerpo biespecifico de referencia. Gréfico de barras = media y d.t.
de 3 donantes de PBMC. *p=<0,045

La FIG. 19E muestra que la activacion de células T por proteinas de unién
triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3, segun se determina por la expresion de IL-
2 en una linea informadora de células T de Jurkat, dependen del dominio de unién a
antigeno anti-CD3.

La FIG. 19F muestra la liberacion de citocinas TNF, IFNg, IL-2, IL-6, e iL-10 por
proteinas de union triespecificas CD38yvH1xCD28s,pXCD3mid, €N comparacion con proteinas
de unién con anti-CD28, anti-CD38, o anti-CD28, anti-CD38, y anti-CD3 mutados, asi
como con la referencia.

La FIG. 19G muestra la proliferacion de células T activadas por proteina de
unién triespecifica anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con la variante de Fc FALA de IgG4,
anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-CD3 de referencia, o control de isotipo (proteina
de unidn triespecifica con la variante de Fc FALA de 1gG4 que tiene dominios de union
mutados).

La FIG. 20 muestra proliferacion de células T activada por proteina de union
triespecifica anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con la variante de Fc FALA de 1gG4,
proteinas de union triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con la variante de Fc

FALA de 1gG4 y una mutacion en el dominio de unién a antigeno CD38, CD28, o CD3, o
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control de isotipo (proteina de union triespecifica con la variante de Fc FALA de 1gG4 que
tiene tres dominios de unién mutados).

La FIG. 21 muestra la actividad anti-tumoral in vivo de la proteina de union
triespecifica 1gG4 FALA CD38vH1XxCD28s,,;xCD3mis administrada a las dosis indicadas en
un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc en ratones NSG con PBMC humanizadas.

La FIG. 22 muestra la actividad anti-tumoral in vivo de la proteina de union
triespecifica 19gG4 FALA CD38hHy1370XCD28s,p;XCD3mia administrada a las dosis indicadas
en un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc en ratones NSG con PBMC
humanizadas.

Las FIG. 23A y 23B muestran la potente actividad de destruccién del tumor in
vitro de células NCI-929-Luc con proteinas de unién triespecificas
CD38vH1XCD28sypXCD3mid Y CD384yv1370XCD28s,pXCD3mid, ¥ anticuerpo biespecifico anti-
CD38xanti-CD3 de referencia utilizando las PBMC humanas utilizadas en el estudio in
vivo. Las PBMC humanas de dos ratones NSG humanizados donantes se utilizaron
después de 24 horas de incubacién con una razén de efector:PBMC de 10:1.

La FIG. 23C muestra actividad anti-tumoral in vivo superior de proteinas de
union triespecificas CD38vHiXCD28sypXCD3mia Y  CD38hhy1370XCD285ypXCD3mig, €N
comparacion con un anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-CD3 de referencia,
administrado a las dosis indicadas en un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc en
ratones NSG con PBMC humanizadas. Las proteinas de unién se administraron mediante
inyeccion intraperitoneal (IP) semanal a 30ug/kg.

La FIG. 24A muestra los resultados de un ensayo indicador de luciferasa
utilizando Células Jurkat IL2-luc2P GloResponse™ (Promega) después de la estimulacion

mediante CD38,,,,/ CD28_ xCD3 ., y sus mutantes KO de sitio de union unico y KO triple
p mid

a concentracion 10 nM.



10

15

20

25

50

La FIG. 24B muestra la optimizacion del anticuerpo anti-CD3xCD28 CODV-
Fab. La configuracién ¢6ptima de o-CD3 y a-CD28 en posiciones alternativas del Fab
biespecifico de CODV se evalué mediante ensayos de liberacién de citocinas utilizando
PBMC humanas in vitro. IstalDistal-CD28 x CD3 proximal se identific6 como
posicionamiento 6ptimo basado en la secrecion de IFN-y e IL-2 en el sobrenadante
después de 24 horas.

La FIG. 25 muestra que la regulacion positiva inducida por CD38y,,,/
CD28supxCD3mid del miembro Bcl-xL de la familia Bcl-2 en células T primarias depende de

CD28.

La FIG. 26 muestra que anti-CD28 en el Ab triespecifico proporciona
sefializacién secundaria esencial para apoyar la proliferacion de células T primarias in
vitro.

La FIG. 27 muestra la configuracion del anticuerpo triespecifico, con codigo de
color por el anticuerpo parental (izquierda). El sombreado oscuro (color parpura o verde)
indica péptidos de cadena pesada; el sombreado claro indica péptidos de cadena ligera.
también se muestra un modelo de estructura del Ab triespecifico
CD38VH1/CD28s,x:xCD3mid basandose en las estructuras cristalinas de Fab Vy: anti-CD38
y Fab CODV CD28¢,,/CD3nmiq (derecha).

Las FIG. 28A y 28B muestran que las células de mieloma multiple (MM) con
alta (RPMI-8226; FIG. 28A) y baja (KMS-11; FIG. 28B) expresion en la superficie de
CD38 fueron lisadas eficazmente por las PBMC humanas (E:T=10:1) incubadas con
diversas concentraciones del Ab triespecifico. La contribucion a la actividad destructora de
cada sitio de unién se demostr6 mediante mutaciones KO del sitio de union, segun lo

sefialado.
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Las FIG. 29A-29C muestran que el mutante anti-CD28 ko del Ab

triespecifico exhibié una marcada reduccién de la actividad anti-tumoral contra células MM

CD38 CD38

high? niq Y CD38,  in vitro. Se muestran ensayos utilizando células RPMI-8226
(FIG. 29A), U266 (FIG. 29B), 0 KMS-11 (FIG. 29C).

La FIG. 30 muestra que la reduccién de la carga tumoral en grupos de
tratamiento con anticuerpo triespecifico FALA CD38Vui/ CD28s,pXCD3mia_ fue
dependiente de la dosis y estadisticamente diferente en un modelo de linea celular de
mieloma mdltiple humano diseminado utilizando un ratén NSG reconstituido con células T
primerias humanas amplificadas in vitro.

Las FIG. 31A y 31B muestran elanalisis de microscopia vital de la citélisis de
células de mieloma por el Ab Trispecifico CD38 in vitro en presencia de células T
humanas primarias La fotografia de lapso de tiempo de imagenes microscépicas se
realiz6 usando un control negativo (triple KO triespecifico; FIG. 31A) o el Ab triespecifico
CD38/CD28xCD3 (FIG. 31B) usando PBMC humanos incubados con linea celular de
mieloma RPMI-8226 marcada con tinte rojo intenso CellTrackerTM. Las imagenes
presentadas se recogieron después de 24 horas de incubacion.Barra de escala: 50um.

La FIG. 32 muestra mutaciones alternativas en la region Fc de 1gG4
preparadas para el andlisis en ensayos de union al receptor de Fc. Se muestran las SEQ
ID NO: 111-116 (de arriba a abajo, respectivamente).

La FIG. 33 muestra los resultados de los ensayos SPR para medir la afinidad
de las variantes de Fc de IgG4 especificadas por los receptores de Fc humanos
indicados.

La FIG. 34 muestra que una proteina de unién triespecifica CD38 con una
union minima de FcR redujo la liberacion no especifica de citocinas por las PBMC

humanas in vitro. Se analizaron diferentes mutaciones inactivadoras de FcR (como se
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indica) para determinar sus efectos proinflamatorios en el isotipo IgG4 humano. Los
PBMC humanos se incubaron en medios (no estimulados) o en presencia de células de
mieloma, RPMI-8226 (estimuladas), y las barras indican niveles de IFN-super
sobrenadante medidos por ELISA.

La FIG. 35 muestra que una proteina de unidn triespecifica CD38 con unidn
minima a FcR lisaba células de mieloma multiple humano con diferentes niveles de
expresion de CD38. La citdlisis de las células de mieloma con IgG4 o las mutaciones Fc
indicadas se evalué in vitro utilizando PBMC humanas con las dianas tumorales
indicadas.

La FIG. 36 muestra una comparacion de la actividad citolitica in vitro del Ab
anti-CD38/CD28/CD3 triespecifico y el anticuerpo anti-CD38 daratumumab medida
usando PBMC humanas como células efectoras contra las lineas celulares RPMI-8226,
U266 y KMS-11 (E:T = 10:1).

Las FIGS. 37A-37D muestran la caracterizacibn de la expansiéon del
subconjunto de células T in vitro en respuesta a CD38/CD3xCD28. La evaluacion de la
expansion del subconjunto de células T se realizé recubriendo los pocillos con 350
ng/pocillo del Ab triespecifico CD38 en ausencia de citocinas exégenas. Las poblaciones
de células T se midieron en los puntos de tiempo indicados. El ab trispecifico triple
mutante se utilizé como control negativo. Se us6 citometria de flujo para determinar las
células T CD4 de memoria central y efectora (FIG: 37A), las células T auxiliares (FIG.
37B), las células T CD8 de memoria central y efectora (FIG. 37C) y las células CD8
especificas de CMV pp65 (FIG. 3). 37D) como se describe en el Ejemplo 12. El andlisis de
las células efectoras pp65 especificas de CMV se realiz6 por tinciébn con pentamero de
PBMC de donantes HLA-A2 CMV+ tratados con el Ab CD38 triespecifico o el control triple

negativo.
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La FIG. 38 muestra la contribucién de la expresion de CD28 en las células
diana a la susceptibilidad a la citélisis por CD38/CD3xCD28. EI CD28 se elimind en
células KMS-11 usando el direccionamiento del gen CRISPR/Cas 9 y se us6 como dianas
citoliticas in vitro. En comparacién con el KMS-11 parental, la expresion de CD38 se
conservo mientras que se elimind el CD28, como lo demuestra la citometria de flujo (panel
superior, KMS-11 frente a KMS-11 (CD28KO). La citdlisis de las células CD28 KO se
examind con el WT o CD28 nulo triespecifico (panel inferior; triespecifico versus
triespecifico (CD28KO)).

La FIG. 39 muestra la actividad citolitica del Ab mutante FALA triespecifico
CD38/CD28xCD3 contra las lineas CD38*CD28 indicadas, incluida la leucemia
mielocitica aguda (AML (KG-1)), un linfoma de células B (OCI-Ly19), leucemia linfocitica T
aguda ( ALL (KOPNB)) y linfoma linfocitico crénico (CLL (Z-138)).

La FIG. 40 muestra que la activacion in vitro de PBMC humanas por el
superagonista a--CD28 requiere la bivalencia del anticuerpo.

DESCRIPCION DETALLADA

La descripcién proporciona una proteina de union que comprende al menos un

sitio de union a antigeno que se une a un polipéptido CD38.
|. Definiciones Generales

Segun se utilizan de acuerdo con la presente descripcion, se debera entender
gue los siguientes términos, a no ser que se indique lo contrario, tienen los siguientes
significados. A menos que sea requerido de otro modo por contexto, los términos en
singular incluiran los plurales y los términos en plural incluiran el singular. Segun se utiliza
en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, la forma singular “un”,

uno”,

una" "el" y “la” incluyen los referentes plurales a no ser que el contexto dicte
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claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a “una molécula” incluye
opcionalmente una combinacion de dos 0 mas de tales moléculas, y similares.

Se entiende que los aspectos y modalidades de la presente descripcion
descritos en la presente memoria incluyen “que comprende”, “que consiste,” y “que
consiste esencialmente en” aspectos y modalidades.

El término "polinucleétido” segun se utiliza en la presente memoria se refiere a
polimeros de acido nucleico de hebra sencilla o de doble hebra de al menos 10
nucleétidos de longitud. En ciertas modalidades, los nucle6tidos que comprenden el
polinucleétido pueden ser ribonucleétidos o desoxiribonucledtidos o una forma modificada
de cualquier tipo de nucle6tido. Tales modificaciones incluyen modificaciones de bases
tales como bromouridina, modificaciones de ribosa tales como arabindsido y 2',3'-
didesoxiribosa, e modificaciones de conexiones internucleotidicas tales como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato,
fosforaniladato y fosforoamidato. El término "polinucleétido” incluye especificamente
formas de ADN de hebra sencilla y de doble hebra.

Un "polinucledtido aislado" es un polinucleétido de origen genémico, ADNc, o
sintético o alguna de sus combinaciones, que: (1) no se asocia con la totalidad o una
porcion de un polinucledtido en el que el polinucleétido aislado se encuentra en la
naturaleza, (2) se conecta a un polinucleétido al que no se conecta en la naturaleza, o (3)
no se produce en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

Un "polipéptido aislado" es uno que: (1) carece de al menos algunos otros
polipéptidos con los que normalmente se podria encontrar, (2) carece esencialmente de
otros polipéptidos de la misma fuente, p.ej., de la misma especie, (3) es expresado por
una célula de diferente especie, (4) ha sido separado de al menos aproximadamente 50

por ciento de polinucleétidos, lipidos, hidratos de carbono, u otras sustancias que las que
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se asocia en la naturaleza, (5) no se asocia (mediante interaccion covalente o no
covalente) con porciones de un polipéptido con las que el "polipéptido aislado" se asocia
en la naturaleza, (6) se asocia operablemente (mediante interaccion covalente o no
covalente) con un polipéptido con el qgue no se asocia en la naturaleza, o (7) no se
produce en la naturaleza. Tal polipéptido aislado puede ser codificado por ADN gendmico,
ADNc, ARNm u otro ARN, de origen sintético, o cualquiera de sus combinaciones.
Preferiblemente, el polipéptido aislado carece sustancialmente de polipéptidos u otros
contaminantes que se encuentran en su entorno natural que podrian interferir en su uso
(terapéutico, diagnéstico, profilactico, investigacion o de otra indole).

Los anticuerpos de origen natural tipicamente comprenden un tetrdmero. Cada
uno de tales tetrdmeros esta compuesto tipicamente de dos pares idénticos de cadenas
polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera" completa (que tiene tipicamente un
peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" completa (que tiene
tipicamente un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Los términos "cadena
pesada" y "cadena ligera" segun se utilizas en la presente memoria se refieren a cualquier
polipéptido de inmunoglobulina que tiene suficiente secuencia de dominio variable para
conferir especificidad por un antigeno diana. La porcién amino-terminal de cada cadena
ligera y pesada incluye tipicamente un dominio variable de aproximadamente 100 a 110 o
mas aminoacidos que es responsable tipicamente del reconocimiento del antigeno. La
porcion carboxi-terminal de cada cadena define tipicamente un dominio constante
responsable de la funcién efectora. De este modo, en un anticuerpo de origen natural, un
polipéptido de inmunoglobulina cadena pesada completo incluye un dominio variable (Vn)
y tres dominios constantes (Cui, Ch2, ¥ Chs), en donde el dominio VH esta en el extremo
amino-terminal del polipéptido y el dominio Cns esta en el extremo carboxilo-terminal, y

una polipéptido de inmunoglobulina de cadena ligera completo incluye un dominio variable
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(VL) y un dominio constante (C.), en donde el dominio VL estd en el extremo amino-
terminal del polipéptido y el dominio C. esta en el extremo carboxilo-terminal.

Las cadenas ligeras humanas se clasifican tipicamente como cadenas ligeras
kappa y lambda, y las cadenas pesadas humanas se clasifican tipicamente como mu,
delta, gamma, alfa, o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA,
e IgE, respectivamente. IgG tiene varias subclases, incluyendo, pero sin limitarse a, 1gG1,
1gG2, 1gG3, e IgG4. IgM tiene subclases incluyendo, pero sin limitarse a, IgM1 e IgM2. IgA
se subdivide de un modo similar en subclases incluyendo, pero sin limitarse a, IgAl e
IgA2. Dentro de las cadenas ligeras y pesadas completas, los dominios variable y
constante son conectados tipicamente por una regién "J" de aproximadamente 12 0 mas
aminoécidos, incluyendo también la cadena pesada una regiéon "D" de aproximadamente
10 o mas aminoéacidos. Véase, p.ej.,, FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven
Press, 22 ed., 1989), que se incorpora como referencia en su totalidad a todos los
propésitos. Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada tipicamente
forman un sitio de unién a antigeno. Los dominios variables de los anticuerpos de origen
natural exhiben tipicamente la misma estructura general de regiones marco (FR)
relativamente conservadas conectadas por tres regiones hipervariables, también
denominadas regiones determinantes de la complementariedad o CDR. Las CDR de las
dos cadenas de cada par son alineadas tipicamente por las regiones marco, lo que puede
posibilitar la union a un epitopo especifico. Desde el extremo amino-terminal al extremo
carboxilo-terminal, ambos dominios variables de cadena ligera y pesada comprenden
tipicamente los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, y FR4.

El término "conjunto de CDR" se refiere a un grupo de tres CDR que aparecen
en una uUnica regién variable capaz de unirse al antigeno. Los limites exactos de estas

CDR se han definido de manera diferente de acuerdo con diferentes sistemas. El sistema
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descrito por Kabat (Kabat et al., SEQUENCES DE PROTEINS DE IMMUNOLOGICAL INTEREST
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y (1991)) no solo proporciona un
sistema de numeracion de restos inequivoco aplicable a cualquier region variable de un
anticuerpo, sino que proporciona limites para los restos precisos que definen las tres
CDR. Estas CDR pueden ser referidas como CDR de Kabat. Chothia y colaboradores
(Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-17; Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-83)
encontraron que ciertas sub-porciones dentro de las CDR de Kabat adoptan
conformaciones de la cadena principal peptidica casi idénticas, a pesar de tener gran
diversidad a nivel de secuencia de aminoacidos. Estas sub-porciones se designaron L1,
L2,y L3 o H1, H2, y H3 donde la "L" y la "H" desighan las regiones de la cadena ligera y
de la cadena pesada, respectivamente. Estas regiones pueden ser referidas como CDR
de Chothia, que tienen limites que se solapan con las CDR de Kabat. Otros limites que
definen las CDR que se solapan con la CDR de Kabat han sido definidos por Padlan,
1995, FASEB J. 9: 133-39; MacCallum, 1996, J. Mol. Biol. 262(5): 732-45; y Lefranc,
2003, Dev. Comp. Immunol. 27: 55-77. Otras definiciones mas de limites de CDR pueden
no seguir estrictamente uno de los sistemas de la presente memoria, pero no obstante se
solaparan con la CDR de Kabat, aunque se pueden acortar o alargar a la luz de la
prediccion o descubrimientos experimentales de que restos o grupos de restos concretos
o incluso las CDR completas no repercuten significativamente en la unién del antigeno.
Los métodos utilizados en la presente memoria pueden usar CDR definidas de acuerdo
con cualquiera de estos sistemas, aunque en ciertas modalidades se utilizan las CDR
definidas por Kabat o Chothia. La identificacion de CDR pronosticadas utilizando la
secuencia de aminoé&cidos es bien conocida en el sector, tal como en Martin, A.C. "Protein
sequence and structure analysis of antibody variable domains”, In Antibody Engineering,

Vol. 2. Kontermann R., Dibel S., eds. Springer-Verlag, Berlin, pag. 33-51 (2010).
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También se puede inspeccionar la secuencia de aminoacidos del dominio variable de
cadena pesada y/o ligera para identificar las secuencias de las CDR por medio de otros
métodos convencionales, p.ej., mediante comparaciéon con secuencias de aminoacidos
conocidas de otras regiones variables cadena pesada y ligera para determinar las
regiones de hipervariabilidad de secuencia. Las secuencias humeradas se pueden alinear
mediante examen visual, o empleando un programa de alineamiento tal como uno del
paquete de programas CLUSTAL, como describe Thompson, 1994, Nucleic Acids Res.
22: 4673-80. Convencionalmente se utilizan modelos moleculares para delinear
correctamente las regiones marco y CDR y asi corregir las asignaciones basadas en la
secuencia.

En algunas modalidades, la definicion de CDR/FR en una cadena ligera o
pesada de inmunoglobulina se debe determinar basandose en la definicion de IMGT
(Lefranc et al. Dev. Comp. Immunol., 2003, 27(1):55-77; www.imgt.org).

El término "Fc" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a una
molécula que comprende la secuencia de un fragmento que no se une a antigeno
resultante de la digestién de un anticuerpo o producido por otros medios, ya sea en forma
monomérica o multimérica, y puede contener la region bisagra. La fuente de
inmunoglobulina original del Fc nativo es preferiblemente de origen humano y puede ser
cualquiera de las inmunoglobulinas. La moléculas de Fc estan constituidas por
polipéptidos monoméricos que se pueden conectar en forma dimérica o multimérica
mediante asociacion covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no covalente. El nimero de
enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades monoméricas de moléculas de Fc
nativas varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (p.gj., IgG, IgA, e IgE) o subclase (p.gj.,
lgG1, 1gG2, 1gG3, IgAl, IgGA2, e IgG4). Un ejemplo de un Fc es un dimero unido por

enlace disulfuro resultante de la digestién con papaina de una IgG. El término "Fc nativo"
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segun se utiliza en la presente memoria es genérico de las formar monomérica, dimérica,
y multimérica.

Un fragmento F(ab) incluye tipicamente una cadena ligera y los dominios Vu y
Cux1 de una cadena pesada, en donde la porcidén de cadena pesada Vu-Chi del fragmento
F(ab) no forma un enlace disulfuro con otro polipéptido de la cadena pesada. Segun se
utiliza en la presente memoria, un fragmento F(ab) puede incluir también una cadena
ligera que contiene dos dominios variables separados por un conector aminoacidico y una
cadena pesada que contiene dos dominios variables separados por un conector
aminoacidico y un dominio Chx.

Un fragmento F(ab') incluye tipicamente una cadena ligera y a porcion de una
cadena pesada que contiene mas de la region constante (entre los dominios Cui Yy Cry),
de manera que se puede formar el enlace disulfuro intracatenario entre dos cadenas
pesadas para formar una molécula F(ab")..

El término "proteina de uniéon" segun se utiliza en la presente memoria se
refiere a una molécula de origen no natural (o recombinante o modificado genéticamente)
gue se une especificamente a al menos un antigeno diana, p.ej., un polipéptido CD38 de
la presente descripcion

Una molécula "recombinante” es una que ha sido preparada, expresada,
creada, o aislada por medios recombinantes.

Una modalidad de la descripcién proporciona proteinas de unidn que tienen
especificidad biolégica e inmunolégica para entre uno y tres antigenos diana. Otra
modalidad de la descripcion proporciona moléculas de acido nucleico que comprenden
secuencias de nuclettidos que codifican cadenas polipeptidicas que forman tales
proteinas de union. Otra modalidad de la descripcién proporciona vectores de expresion

gue comprenden moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos
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gue codifican cadenas polipeptidicas que forman tales proteinas de union. Otra modalidad
mas de la descripcidn proporciona células anfitrionas que expresan tales proteinas de
unién (es decir, que comprenden moléculas de &cido nucleico o vectores que codifican
cadenas polipeptidicas que forman tales proteinas de unién).

El término "permutabilidad" segun se utiliza en la presente memoria se refiere
a la intercambiabilidad de dominios variables dentro del formato de la proteina de union y
con retencion del plegamiento y de la mayor afinidad de unién. "Permutabilidad completa”
se refiere a la capacidad de intercambiar el orden de ambos dominios Vui1 Yy Vo, y por lo
tanto el orden de los dominios Vi1 y Vi2, en el cadena de polipéptido de formula | o la
cadena de polipéptido de formula Il (es decir, invertir el orden) a la vez que se mantiene la
funcionalidad completa de la proteina de union como se pone de manifiesto por la
retencion de la afinidad de unién. Ademas, se debe observar que las designaciones Vu y
V. se refieren Unicamente a la localizacion del dominio en una cadena de proteina
concreta en el formato final. Por ejemplo, Vi1 ¥ Vw2 podrian obtenerse a partir de los
dominios Vi1 y V12 en anticuerpos parentales y colocarse en las posiciones Va1 y Viz en la
proteina de unién. Asimismo, Vi1 y Vi podrian obtenerse a partir de los dominios Vu:1 y
V2 en los anticuerpos parentales y colocarse en las posiciones Vui y Vhz en la proteina
de unién. Asi, las designaciones V4 y V. se refieren a la presente localizacion y no a la
localizacién original en un anticuerpo parental. Los dominios V4 y V. son por lo tanto
"permutables".

El término "antigeno" o "antigeno diana" o "diana antigénica" segun se utiliza
en la presente memoria se refiere a una molécula o una porcion de una molécula que son
susceptibles de unirse a una proteina de unién, y adicionalmente son susceptibles de
utilizarse en un animal para producir anticuerpos susceptibles de unién a un epitopo de

ese antigeno. Un antigeno diana puede tener uno o mas epitopos. Con respecto a cada
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antigeno diana reconocido por una proteina de unién, la proteina de unién es susceptible
de competir con un anticuerpo intacto que reconoce el antigeno diana.

"CD38" es un grupo de polipéptidos de diferenciacién 38 y es una glicoproteina
encontrada en la superficie de muchas células inmunitarias. En algunas modalidades, una
proteina de unién de la presente descripcion se une al dominio extracelular de uno 0 mas
polipéptidos CD38. Las secuencias de polipéptidos del dominio extracelular CD38
ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, el dominio extracelular de CD38 humano (p.€j.,
segun se representa mediante SEQ ID NO: 1) y el dominio extracelular de CD38 de mono
cinomolgo (p.ej., segun se representa mediante SEQ ID NO: 30).

El término "acoplador de células T" se refiere a proteinas de unién dirigidas al
sistema inmunitario de un anfitribn, mas especificamente a la actividad citotoxica de las
células T, asi como a las dirigidas a una proteina diana tumoral.

El término "proteina de union monoespecifica" se refiere a una proteina de
unién que se une especificamente a una diana antigénica.

El término "proteina de unibn monovalente" se refiere a una proteina de unién
que tiene un sitio de union a antigeno.

El término "proteina de unién biespecifica" se refiere a una proteina de unién
gue se une especificamente a dos dianas antigénicas diferentes. En algunas
modalidades, una proteina de unién biespecifica se une a dos antigenos diferentes. En
algunas modalidades, una proteina de unién biespecifica se une a dos epitopos diferentes
sobre el mismo antigeno.

El término "proteina de union bivalente" se refiere a una proteina de unién que
tiene dos sitios de union.

El término "proteina de unidn triespecifica" se refiere a una proteina de union

gue se une especificamente a tres dianas antigénicas diferentes. En algunas
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modalidades, una proteina de union triespecifica se une a tres antigenos diferentes. En
algunas modalidades, una proteina de unidn triespecifica se une a uno, dos, o tres
epitopos diferentes sobre el mismo antigeno.

El término " proteina de unién trivalente" se refiere a una proteina de unién que
tiene tres sitios de unién. En modalidades concretas la proteina de union trivalente se
puede unir a una diana antigénica. En otras modalidades, la proteina de union trivalente
se puede unir a dos dianas antigénicas. En otras modalidades, la proteina de unién
trivalente se puede unir a tres dianas antigénicas.

Una proteina de unién "aislada" es una que ha sido identificada y separada y/o
recuperada a partir de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son sustancias que podrian interferir en los usos
diagnéstico o terapéutico para la proteina de unién, y pueden incluir enzimas, hormonas, y
otros solutos proteindceos o no proteinaceos. En algunas modalidades, la proteina de
unién se purificara: (1) hasta mas de 95% en peso de anticuerpo segun se determina
mediante el método de Lowry, y lo mas preferiblemente mas de 99% en peso, (2) hasta
un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos N-
terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la
homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductora utilizando
azul de Coomassie o, preferiblemente, tincion de plata. Las proteinas de unién aisladas
incluyen la proteina de unién in situ dentro de células recombinantes puesto que al menos
un componente del entorno natural de la proteina de unién no estara presente.

Los términos "sustancialmente puro" o "sustancialmente purificado” segin se
utiliza en la presente memoria se refieren a un compuesto 0 especie que es la especie
predominante presente (es decir, en una base molar es mas abundante que cualquier otra

especie individual en la composicién). En algunas modalidades, una fraccién
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sustancialmente purificada es una composicién en donde la especie comprende al menos
aproximadamente 50% (en una base molar) de todas las especies macromoleculares
presentes. En otras modalidades, una composicién sustancialmente pura comprendera
mas de aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% de todas las especies
macromolares presentes en la composicion. En otras modalidades mas, la especies se
purifica hasta la homogeneidad esencial (no se detectan especies contaminantes en la
composicion mediante métodos de deteccion convencionales) en donde la composicién
consistes esencialmente de una sola especie macromolecular.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante, preferiblemente un polipéptido
determinante, capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina o receptor de
células T. En ciertas modalidades, los determinantes de epitopo incluyen agrupaciones de
moléculas de superficie quimicamente activas tales como aminoacidos, cadenas laterales
de azucar, grupos fosforilo, o grupos sulfonilo, y, en ciertas modalidades, pueden tener
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga
especificas. Un epitopo es una regién de un antigeno a la que se une un anticuerpo o
proteina de unién. En ciertas modalidades, se dice que una proteina de unién se une
especificamente a un antigeno cuando esta reconoce preferentemente su antigeno diana
en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas. En algunas modalidades, se
dice que una proteina de union se une especificamente a un antigeno cuando la
constante de disociacion en equilibrio es < 10® M, mas preferiblemente cuando la
constante de disociaciéon en equilibrio es < 10° M, y lo mas preferiblemente cuando la
constante de disociacion es < 101° M.

La constante de disociacion (Kp) de una proteina de unién se puede determinar,
por ejemplo, mediante resonancia de plasmon superficial. Generalmente, el andlisis de

resonancia de plasmoén superficial mide las interacciones de unién en tiempo real entre el
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ligando (un antigeno diana en una matriz biosensora) y el analito (una proteina de union
en solucién) mediante resonancia de plasmén superficial (SPR) utilizando el sistema
BlAcore (Pharmacia Biosensor; Piscataway, NJ). El andlisis de plasmén superficial
también se puede realizar inmovilizando el analito (proteina de unién sobre una matriz
biosensora) y presentando el ligando (antigeno diana). El término "Kp," segln se utiliza en
la presente memoria se refiere a la constante de disociacion de la interaccion entre una
proteina de unidén y un antigeno diana concretos.

El término "se une a" segun se utiliza en la presente memoria en referencia a una
proteina de union se refiere a la capacidad de una proteina de unién o fragmento de unién
a antigeno de la misma para unirse a un antigeno que contiene un epitopo con una Kd de
al menos aproximadamente 1x10° M, 1x107 M, 1x10® M, 1x10° M, 1x10° M, 1x10* M,
1x10*2 M, o mas, y/o para unirse a un epitopo con una afinidad que es al menos dos
veces mayor que son afinidad por un antigeno no especifico. En algunas modalidades,
una proteina de unién de la presente descripcion se une a dos 0 mas antigenos, p.€j., un
polipéptido CD38 humano y uno de mono cinomolgo.

En algunas modalidades, un dominio de unién a antigeno y/o proteina de unién de
la presente descripcion “reacciona de manera cruzada” con polipéptidos CD38 humanos y
de mono cinomolgo, p.ej., dominios extracelulares CD38, tales como SEQ ID NO: 1
(isoforma A humana de CD38), SEQ ID NO: 105 (isoforma E humana de CD38) y SEQ ID
NO: 30 (CD38 de mono cinomolgo). Una proteina de unién que se une al antigeno 1 (Agl)
“reacciona de manera cruzada” con el antigeno 2 (Ag2) cuando las CE50 se encuentran
en un rango similar para ambos antigenos. En la presente solicitud, una proteina de union
gue se une a Agl reacciona de manera cruzada con Ag2 cuando la razén de afinidad de
Ag2 con respecto a la razén de afinidad de Agl es igual o menor que 10 (por ejemplo 5, 2,

1 0 0,5), midiéndose las afinidades con el mismo método para ambos antigenos.
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Una proteina de uniébn que se une a Agl “no reacciona de manera cruzada
significativamente” con Ag2 cuando las afinidades son muy diferentes para los dos
antigenos. La afinidad por Ag2 puede no ser medible si la respuesta de union es
demasiado baja. En la presente solicitud, una proteina de unién que se une a Agl no
reacciona de manera cruzada significativamente con Ag2, cuando la respuesta de unién
de la proteina de unién a Ag2 es menor que 5% de la respuesta de union de la misma
proteina de unién a Agl en el mismo entorno experimental y a la misma concentracion de
anticuerpo. En la practica, la concentracion la proteina de union utilizada puede ser la
CE50 o la concentracion requerida para alcanzar la meseta de saturacion obtenida con
Agl.

El término "conector" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a uno o
mas restos de aminoacido insertados entre los dominios de inmunoglobulina para
proporcionar suficiente movilidad a los dominios de las cadenas ligera y pesada para que
se plieguen a inmunoglobulinas de regién variable dual entrecruzada. Se inserta un
conector en la transicién entre dominios variables o entre dominios variables y constantes,
respectivamente, a nivel de secuencia. La transicion entre dominios se puede identificar
debido a que el tamafio aproximado de los dominios inmunoglobulina es bien conocido. la
localizacién precisa de una transicion de dominio se puede determinar localizando tramos
de péptidos que no forman elementos estructurales secundarios tales como laminas beta
o0 hélices alfa como se demuestra mediante datos experimentales o como se puede
suponer mediante técnicas de modelado o predicciéon de la estructura secundaria. Los
conectores descritos en la presente memoria son referidos como Li, que esta localizado
en la cadena ligera entre el extremo C-terminal del dominio V.. y el extremo N-terminal del
dominio Vi1; y Lz, que esta localizado en la cadena ligera entre el extremo C-terminal del

dominio Vi1 y el extremo N-terminal del dominio C.. Los conectores de la cadena pesada
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son conocidos como Ls, que esté localizado entre el extremo C-terminal del dominio Vi1 y
el extremo N-terminal del dominio Vwz; y L4, que estd localizado entre el extremo C-
terminal del dominio V2 y el extremo N-terminal del dominio Chs.

El término "vector" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier
molécula (p.ej., &cido nucleico, plasmido, o virus) que se utiliza para transferir informacién
codificante a una célula anfitriona. El término "vector" incluye una molécula de &cido
nucleico que es capaz de transportar otro acido nucleico al que ha sido conectado. Un tipo
de vector es un "plasmido”, que se refiere a una molécula ADN circular de doble hebra en
la que se pueden insertar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector
viral, en donde se pueden insertar en el genoma viral segmentos de ADN adicionales.
Ciertos vectores son susceptibles de replicacién autbnoma en una célula anfitriona en la
que se introducen (p.ej., vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion
bacteriano y vectores de mamiferos episdmicos). Otros vectores (p.ej., vectores de
mamiferos no episdbmicos) se pueden integrar en el genoma de una célula anfitriona
después de la introduccién en la célula anfitriona y por lo tanto se replican junto con el
genoma del anfitrion. Ademas, ciertos vectores son susceptibles de dirigir la expresiéon de
genes a los que se conectan operativamente. Tales vectores son referidos en la presente
memoria como "vectores de expresion recombinantes" (o simplemente, "vectores de
expresion"). En general, los vectores de expresién de utilidad en las técnicas de ADN
recombinantes estdn a menudo en forma de plasmidos. Los términos "plasmido" y "vector"
se pueden utilizar indistintamente en la presente memoria, puesto que el plasmido es la
forma de vector mas comunmente utilizada. Sin embargo, se pretende que la descripcion
incluya otra forma de vectores de expresion, tales como vectores virales (p.€j., retrovirus
de replicacion defectuosa, adenovirus, y virus adeno-asociados), que sirven para

funciones equivalentes.
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La frase "célula anfitriona recombinante” (o "célula anfitriona") segun se utiliza en
la presente memoria se refiere a una célula en la que se ha introducido un vector de
expresion recombinante. Se pretende que una célula anfitriona recombinante o una célula
anfitriona se refieran no solo a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie de tal
célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en generaciones
sucesivas debido a mutacién o a influencias medioambientales, tal progenie puede no ser
idéntica, de hecho, a la célula parental, pero tales células todavia estan incluidas dentro
del alcance del término "célula anfitriona” segun se utiliza en la presente memoria. Se
puede utilizar una amplia variedad de sistemas de expresion de células anfitrionas para
expresar las proteinas de unidn, incluyendo sistemas de expresion bacterianos, de
levaduras, baculovirales, y de mamifero (asi como sistemas de expresion de presentacion
en fagos). Un ejemplo de un vector de expresiéon bacteriano adecuado es pUC19. Para
expresar una proteina de uniéon recombinantamente, una célula anfitriona es transformada
o transfectada con uno o mas vectores de expresidbn recombinantes que portan
fragmentos de ADN que codifican las cadenas polipeptidicas de la proteina de unién de
manera que las cadenas polipeptidicas son expresadas en la célula anfitriona v,
preferiblemente, secretadas al medio en el que se cultivan las células anfitrionas, de cuyo
medio se puede recuperar la proteina de union.

El término "transformacion" segln se utiliza en la presente memoria se refiere a un
cambio en las caracteristicas genéticas de una célula, y una célula ha sido transformada
cuando ha sido modificada para que contenga un nuevo ADN. Por ejemplo, una célula es
transformada cuando es modificada genéticamente a partir de su estado nativo. Después
de la transformacion, el ADN transformante se puede recombinar con el de la célula
integrandolo fisicamente en un cromosoma de la célula, o se pueden mantener

transitoriamente como un elemento episémico sin ser replicado, o se puede replicar
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independientemente como un pldsmido. Se considera que una célula ha sido
transformada establemente cuando el ADN es replicado con la division de la célula. El
término "transfeccion” segun se utiliza en la presente memoria se refiere a la captacion de
ADN foraneo o exdégeno por una célula, y una célula ha sido "transfectada" cuando el ADN
exdégeno ha sido introducido dentro de la membrana celular. Son bien conocidas en la
técnica varias técnicas de transfeccion. Tales técnicas se pueden utilizar para introducir
una o mas moléculas de ADN exdgenas en células anfitrionas adecuadas.

El término "de origen natural" segun se utiliza en la presente memoria y aplicado a
un objeto se refiere al hecho de que el objeto se puede encontrar en la naturaleza y no ha
sido manipulado por el hombre. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido que esta
presente en un organismo (incluyendo virus) que se puede aislar de una fuente en la
naturaleza y que no ha sido modificado intencionadamente es de origen natural. De un
modo similar, "de origen no natural" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a
un objeto que no se encuentra en la naturaleza o que ha sido modificado estructuralmente
o sintetizado por el hombre.

Segun se utiliza en la presente memoria, los veinte aminoacidos convencionales y
sus abreviaturas siguen el uso convencional. Los estereoisémeros (p.ej., D-aminoacidos)
de los veinte aminoacidos convencionales; aminoacidos no naturales y analogos tales
como aminoacidos o,a-disustituidos, N-alquilados, acido lactico, y otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para las cadenas
polipeptidicas de las proteinas de union. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales
incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, e-N,N,N-trimetil-lisina, e-N-acetil-lisina, O-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-
metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (p.ej., 4-hidroxiprolina). En la

notacion de polipéptido utilizada en la presente memoria, la direccion hacia la derecha es
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la direccion amino-terminal y la direccion hacia la izquierda es la direccion carboxilo-
terminal, de acuerdo con el uso y la convencién establecidos.

Los restos de origen natural se pueden dividir en clases basandose en las
propiedades de la cadena lateral:

(1) hidréfobos: Met, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Tyr, Pro;

(2) hidrdfilos polares: Arg, Asn, Asp, GIn, Glu, His, Lys, Ser, Thr;

(3) alifaticos: Ala, Gly, lle, Leu, Val, Pro;

(4) hidréfobos aliféticos: Ala, lle, Leu, Val, Pro;

(5) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(6) acidos: Asp, Glu;

(7) bésicos: His, Lys, Arg;

(8) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;

(9) aromaticos: His, Trp, Tyr, Phe;y

(10) aromaéticos hidrofobos: Phe, Trp, Tyr.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos pueden implicar intercambio de
un miembro de una de estas clases con otro miembro de la misma clase. Las
sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de
estas clases por un miembro de otra clase.

Un experto en la técnica sera capaz de determinar variantes adecuadas de las
cadenas polipeptidicas de las proteinas de unién utilizando técnicas bien conocidas. Por
ejemplo, un experto en la técnica puede identificar zonas adecuadas de una cadena de
polipéptido que se pueden cambiar sin destruir la actividad localizando regiones que no se
consideran importantes para la actividad. Alternativamente, un experto en la técnica
puede identificar restos y porciones de las moléculas que se conservan entre polipéptidos

similares. Ademas, zonas homogéneas que pueden ser importantes para la actividad
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biolégica o para la estructura pueden ser sujeto de sustituciones de aminoécidos
conservativas sin destruir la actividad biolégica o sin afectar adversamente a la estructura
del polipéptido.

El término "paciente" segun se utiliza en la presente memoria incluye sujetos
humanos y animales (p.ej., mamiferos, tales como perros, cerdos, caballos, gatos, vacas,
etc.).

Los términos "tratamiento” o "tratar" segun se utiliza en la presente memoria se
refieren tanto a tratamiento terapéutico como profilactico o medidas preventivas. Los que
tienen necesidad de tratamiento incluyen aquellos que tienen un trastorno asi como
aguellos propensos a tener el trastorno o aquellos en los que se debe prevenir el
trastorno. En modalidades concretas, se pueden utilizar proteinas de union para tratar
seres humanos con cancer, o seres humanos susceptibles de padecer cancer, o para
mejorar el cancer en un sujeto humano. Las proteinas de unidn también se pueden utilizar
para prevenir el cancer en un paciente humano. En modalidades concretas, el cancer es
mieloma multiple, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia
mieloide aguda, linfoma, cancer de mama tal como cancer de mama Her2+, cancer de
préstata, linfoma centro germinal de células B o leucemia linfoblastica aguda de células B.

Los términos "composicion farmacéutica" o "composicion terapéutica" segun se
utilizan en la presente memoria se refieren a un compuesto o composicion capaces de
inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administran apropiadamente a un
paciente.

El término "portador farmacéuticamente aceptable"” o "portador fisiolégicamente
aceptable" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a uno o mas materiales de

formulacion adecuados para completar o potenciar el suministro de una proteina de union.
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Los términos "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" cuando se
utilizan en referencia a una composicién farmacéutica que comprende una o0 mas
proteinas de union se refieren a una cantidad o dosificacion suficiente para producir un
resultado terapéutico deseado. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad de una proteina de unién suficiente para inhibir, durante cierto
periodo de tiempo, uno o mas de los procesos patologicos definidos clinicamente
asociados con la afeccibn que se esté tratando. La cantidad eficaz puede variar
dependiendo de la proteina de union especifica que se esté utilizando, y también depende
de una variedad de factores y condiciones relacionadas con el paciente que se esté
tratando y la gravedad del trastorno. Por ejemplo, si la proteina de union se debe
administrar in vivo, factores tales como la edad, el peso, y la salud del paciente asi como
datos de curvas de respuesta a la dosis y toxicidad obtenidos en el trabajo preclinico con
animales podrian estar entre esos factores considerados. La determinacion de una
cantidad eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica
determinada es perfectamente asumible por los expertos en la técnica.

Una modalidad de la descripcién proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente
eficaz de una proteina de unién.

Il. Proteinas de Union Anti-CD38

Ciertos aspectos de la presente descripcion se refiere a proteinas de unién que
comprenden un sitio de unidon a antigeno que se une a un polipéptido CD38 (p.€j.,
polipéptidos CD38 humanos y de mono cinomolgo). En algunas modalidades, las
proteinas de unién son monoespecificas y/o monovalentes, biespecificas y/o bivalentes,

triespecificas y/o trivalentes, o multiespecificas y/o multivalentes.
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Una variedad de caracteristicas de proteinas de unibn monoespecificas,
biespecificas, o triespecificas ilustrativas se describen en la presente memoria. Por
ejemplo, en algunas modalidades, una proteina de unién o fragmento de union a antigeno
de la misma reacciona de manera cruzada con CD38 humano (p.e€j., un polipéptido de la
isoforma A y/o la isoforma E de CD38 humano) y CD38 de mono cinomolgo. En algunas
modalidades, una proteina de unién induce apoptosis de una célula CD38+. En algunas
modalidades, una proteina de union recluta una célula T a una célula CD38+ y
opcionalmente activa la célula T (p.ej., a través de estimulacion y/o coestimulacion de
TCR).

En algunas modalidades, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a
antigeno que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) o IYPGQGGT
(SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); o un dominio variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o
GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, las proteinas de
union comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende: un dominio variable de
cadena pesada (VH) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA

(SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
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IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) 0 IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); o un
dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o
QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino&cidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En
algunas modalidades, las proteinas de uniéon comprenden 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 CDR de una
secuencia del dominio VH y/o VL de anticuerpo de mAbl, mAb2, mAb3, mAb4, mAb5,
mMADbG, 9G4 FALA MAb2xCD28supxCD3mid, 19G1 LALA P329A
MAb2xCD28supxCD3mid, 1gG1l NNSA mADb2xCD28supxCD3mid, 1gG4 FALA
MAb6xCD28supxCD3mid, IgG1l LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid, o IgG1l NNSA
MAb6xCD28supxCD3mid, como se muestra en la Tabla G, H, o 1.

En algunas modalidades, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a
antigeno que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminodacidos
GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2
gue comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) o IYPGQGGT
(SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), o
QSVSSYGQG (SEQ ID NO:111), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino&cidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3

gue comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).
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En algunas modalidades, las proteinas de union comprenden un sitio de unién a
antigeno que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); o un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una secuencia CDR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y una secuencia
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).
En algunas modalidades, las proteinas de union comprenden un sitio de unién a antigeno
que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminodacidos
GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una secuencia CDR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y una secuencia
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).
En otras modalidades, las proteinas de uniébn comprenden un sitio de unién a antigeno
que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de

aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
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secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); o un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).
En algunas modalidades, las proteinas de union comprenden un sitio de unién a antigeno
que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia
CDR-L3 gue comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).
En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia, de extremo N-
terminal a extremo C-terminal, FR1—CDR-H1—FR2—CDR-H2—FR3—CDR-H3—FR4;
donde FR1 comprende la secuencia QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO:
86), QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87), 0
QVOQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO: 88); donde FR2 comprende la
secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); donde FR3 comprende la secuencia
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 93) o
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y donde FR4

comprende la secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96). En algunas modalidades, el
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dominio VL comprende la secuencia, de extremo N-terminal a extremo C-terminal, FR1—
CDR-L1—FR2—CDR-L2—FR3-CDR-L3—FR4; donde FR1 comprende la secuencia
DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRAS (SEQ ID NO: 97); donde FR2 comprende la
secuencia MHWYQQKPGQPPRLLIY (SEQ ID NO: 99); donde FR3 comprende la
secuencia SRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYYC (SEQ ID NO: 101); y
donde FR4 comprende la secuencia FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 103).

En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y/o el dominio VL comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%,
al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos
99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17; y/o el dominio VL comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el

dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos



10

15

20

25

77

86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%,
al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21; y/o el dominio VL comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio VH comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%,
0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; y/o el dominio VL
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al
menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.
En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos
90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 13; y/o el dominio VL comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%,

0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.
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En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y el dominio VL comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%,
0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17; y el dominio VL comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el
dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%,
al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21; y el dominio VL comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%,
al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos

91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al



10

15

20

25

79

menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio VH comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%,
0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; y el dominio VL
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al
menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18.
En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos
90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13; y el dominio VL comprende una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.

En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 5; y el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6. En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 17; y el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18. En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 21; y el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 18. En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de amino&cidos
de SEQ ID NO: 23; y el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18. En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de amino&cidos
de SEQ ID NO: 13; y el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14.

En algunas modalidades, una proteina de unidon de la presente descripcion
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y/o una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripcibn comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y/o una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas
modalidades, una proteina de unién de la presente descripcibn comprende una cadena
pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y/o
una cadena ligera de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20. En algunas modalidades, una proteina de unidn de la presente descripcion
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y/o una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripciobn comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y/o una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas modalidades, una proteina de uniéon de la presente descripciéon
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
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secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripcibn comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas
modalidades, una proteina de unién de la presente descripcidbn comprende una cadena
pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y
una cadena ligera de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20. En algunas modalidades, una proteina de unidon de la presente descripcion
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripcibn comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas modalidades, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a
antigeno que comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43); o un dominio variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En algunas

modalidades, las proteinas de unién comprenden un sitio de uniébn a antigeno que



10

15

20

25

82

comprende: un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que comprende
una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ
ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43); y un dominio variable de cadena ligera
(VL) de anticuerpo que comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46).

En algunas modalidades, el dominio VH comprende la secuencia, de extremo N-
terminal a extremo C-terminal, FR1—CDR-H1—FR2—CDR-H2—FR3—CDR-H3—FR4;
donde FR1 comprende la secuencia QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS (SEQ ID NO:
89); donde FR2 comprende la secuencia MHWVRQAPGKGLEWVAV (SEQ ID NO: 92);
donde FR3 comprende la secuencia YYADSVKGRFTISGDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYC (SEQ ID NO: 95); y donde FR4 comprende la secuencia WGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 96). En algunas modalidades, el dominio VL comprende la secuencia, de
extremo N-terminal a extremo C-terminal, FR1—CDR-L1—FR2—CDR-L2—FR3—CDR-
L3—FR4; donde FR1 comprende la secuencia AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
(SEQ ID NO: 98); donde FR2 comprende la secuencia GWYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID
NO: 100); donde FR3 comprende Ila secuencia SLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISGLQPEDSATYYC (SEQ ID NO: 102); y donde FR4 comprende la secuencia
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 104).

En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de
amino&cidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al

menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
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al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y/o el dominio VL comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%,
al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos
99%, o0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

En algunas modalidades, el dominio VH comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al
menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y el dominio VL comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%,
0 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunas
modalidades, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y
el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

En algunas modalidades, una proteina de unidon de la presente descripcién
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11 o una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripcion comprende una cadena pesada de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera de

anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.
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En algunas modalidades, una proteina de unidon de la presente descripcidon
comprende 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 secuencias CDR de una secuencia de anticuerpo mostrada
en la Tabla G. En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
comprende 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 secuencias CDR, una secuencia de dominio VH, y/o una
secuencia de dominio VL de una secuencia de anticuerpo mostrada en la Tabla H. En
algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion comprende 1, 2,
3,4, 5, 0 6 secuencias CDR, una secuencia de dominio VH, y/o una secuencia de dominio
VL de una secuencia de anticuerpo mostrada en la Tabla I. En algunas modalidades, una
proteina de unién de la presente descripcion comprende 1, 2, 3, 0 4 secuencias de
polipéptido mostradas en la Tabla I.

Tabla G. Secuencias CDR de proteinas de union anti-CD38.

Ab |CDRH1 |CDRH2 | CDR H3 CDR_L1 CDR_L2 | CDR_L3
GYTFTSFN | IYPGNGGT ESVDSYGNGF | LAS QQNKEDPWT
ARTGGLRRAYFTY
mAb1 | (SEQID | (SEQID (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQID NO:
(SEQ ID NO: 33)
NO: 31) NO: 32) 34) NO: 35) | 36)
GYTFTSYA | IYPGQGGT QSVSSYGQGF | GAS | QQNKEDPWT
ARTGGLRRAYFTY
mAb2 | (SEQID | (SEQID (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 33)
NO: 37) NO: 38) 39) NO: 40) | 36)
GYTFTSFN | IYPGNGGT ESVDSYGNGF | LAS QQNKEDPWT
ARTGGLRRAYFTY
mAb3 | (SEQID | (SEQID (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQID NO:
(SEQ ID NO: 33)
NO: 31) NO: 32) 34) NO: 35) | 36)
GYTFTSFN | IYPGNGGT ESVDSYGNGF | LAS QQNKEDPWT
ARTGGLRRAYFTY
mAb4 | (SEQID | (SEQID (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQID NO:
(SEQ ID NO: 33)
NO: 31) NO: 32) 34) NO: 35) | 36)
mAb5 | GYTFTSFN | IYPGNGGT | ARTGGLRRAYFTY | ESVDSYGNGF | LAS QQNKEDPWT
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(SEQID | (SEQID (SEQIDNO:33) | (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQID NO:
NO: 31) NO: 32) 34) NO: 35) | 36)
GFTFSSYG | IWYDGSNK QGIRND AAS LQDYIYYPT
ARMFRGAFDY
mAbS | (SEQID | (SEQID (SEQIDNO: | (SEQID | (SEQID NO:
(SEQ ID NO: 43)
NO: 41) NO: 42) 44) NO: 45) | 46)

Tabla H. Secuencias del dominio variable de anti-CD38 (mAbl-7) y otras proteinas de

10

15

20

25

union.

Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

mAbl

QVQLQQSGAELVRSGASVKMSCKAS
GYTETSENMHWVKETPGQGLEWIGYI
YPGNGGTNYNQKFKGKATLTADTSS
STAYMQISSLTSEDSAVYFCARTGGL
RRAYEFTYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 5)

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRA

SESVDSYGNGEMHWYQQKPGQP

PKLLIYLASNLESGVPARFSGSGS
RTDFTLTIDPVEADDAATYYCQON
KEDPWTFGGGTKLEIK (SEQ ID

NO: 6

mADb2

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS
GYTFTSYAMHWVKEAPGQRLEWIGY
IYPGOGGTNYNQKFQGRATLTADTSA
STAYMELSSLRSEDTAVYFCARTGGL
RRAYFTYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 13)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRA

SQSVSSYGOGFMHWYQQKPGQP

PRLLIYGASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPE

DFAVYYCQONKEDPWTFGGGTK

LEIK (SEQ ID NO: 14)

mAb3

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS
GYTETSENMHWVKEAPGQRLEWIGY]

YPGNGGTNYNQKFQGRATLTADTSA

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRA

SESVDSYGNGEMHWYQQKPGQP

PRLLIYLASSRAT
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Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

STAYMELSSLRSEDTAVYFCARTGGL
RRAYFTYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 17)

GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPE

DFAVYYCQONKEDPWTFGGGTK

LEIK (SEQ ID NO: 18)

mAb4

QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS
GYTFTSENMHWVKEAPGQGLEWIGY
[YPGNGGTNYNQKFQGRATLTADTSA
STAYMEISSLRSEDTAVYFCARTGGL
RRAYETYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 21)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRA

SESVDSYGNGFMHWYQQKPGQP

PRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPE

DFAVYYCQONKEDPWTFGGGTK

LEIK (SEQ ID NO: 18)

mADb5

QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS
GYTEFTSENMHWVKEAPGQRLEWIGYI
YPGNGGTNYNQKFQGRATLTADTSA
STAYMEISSLRSEDTAVYFCARTGGL
RRAYFTYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 23)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRA

SESVDSYGNGEMHWYQQKPGQP

PRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPE

DFAVYYCQONKEDPWTFGGGTK

LEIK (SEQ ID NO: 18)

mAb6

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVA
VIWYDGSNKYYADSVKGRFTISGDNS

KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARME

RGAFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO: 9)

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCR

ASQOGIRNDLGWYQQKPGKAPKLLI
YAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISGLQPEDSATYYCLODYIYYP

TFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 10)

mAb7

QVQLVQSGAEVAKPGTSVKLSCKAS
GYTFTDYWMQWVKQRPGQGLEWIG

TIYPGDGDTGYAQKFQGKATLTADKS

DIVMTQSHLSMSTSLGDPVSITCK
ASQDVSTVVAWYQQKPGQSPRR

LIYSASYRYIGVPDRFTGSGAGTD
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Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

SKTVYMHLSSLASEDSAVYYCARGD
YYGSNSLDYWGQGTSVTVSS (SEQ

ID NO:47)

FTFTISSVQAEDLAVYYCQQHYSP
PYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO:

48)

Anti-

CD28sup

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS
GYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGS]
YPGNVNTNYAQKFQGRATLTVDTSIS
TAYMELSRLRSDDTAVYYCTRSHYGL
DWNEDVWGKGTTVTVSS (SEQ ID

NO: 49)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQ
ASONIYVWLNWYQQKPGKAPKLLI
YKASNLHTGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDIATYYCQQGOTYP

YTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:50)

Anti-

CD28cn

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSG
FSLSDYGVHWVRQPPGKGLEWLGVI
WAGGGTNYNPSLKSRKTISKDTSKN
QVSLKLSSVTAADTAVYYCARDKGYS
YYYSMDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID

NO: 51)

DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCR

ASESVEYYVTSLMQWYQQKPGQ

PPKLLIFAASNVESGVPARFSGSG
SGTDFTLTINPVEANDVANYYCQQ
SRKVPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID

NO: 52)

Anti-

CDSmid

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GETETKAWMHWVRQAPGKQLEWVA
QIKDKSNSYATYYADSVKGRFTISRD
DSKNTAMENTELQMNSLRAEDTAVY

YCRGVYYALSPFEDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 53)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCK

SSQSLVHNNANTYLSWYLQKPGQ

SPQSLIYKVSNRFSGVPDRFSGS
GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCG
QGTQYPFTFGSGTKVEIK (SEQ ID

NO: 54)

Anti-

CD3iow

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS

GFTFTKAWMHWVRQAPGKGLEWVA

QIKDKSNSYATYYADSVKGRFTISRD

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCK

SSOSLVHNNGNTYLSWYLQKPG

QSPQLLIYKVSNRFSGVPDRFSGS
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Ab VH (proteina)

VL (proteina)

NSKNTAMENTELQMNSLRAEDTAVY

YCRGVYYALSPEDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 84)

NO:85)

GSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCG

QGTOQYPFTFGGGTKVEIK (SEQ ID

Nota: las secuencias de CDR estan en negrita y subrayadas en las secuencias de

aminoacidos anteriores.

Tabla |. Secuencias completas de proteinas de unién.

IgG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG4(ojal)
FALA CD28supxCD3mid
(p.€j., una segunda cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcion)

QVOQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIYPGNVNTN
YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD
DTAVYYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTTVTV
SSSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG
FTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK
SNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTAMEN
TELOMNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPFD
YWGQGTLVTVSSRTASTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVCTLPPSQEEMTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLVSKLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTOQKSLSLSLG

SEQ ID
NO: 60

Cadena Ligera 1l
CD28supxCD3mid

(p.€j., una primera cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcidn)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVH
NNANTYLSWYLQKPGQSPQSLIYKVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY
YCGQGTQYPFTFGSGTKVEIKGQPKAAPDI
QMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQNIYVW
LNWYQQKPGKAPKLLIYKASNLHTGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDIATYYCQQGQ
TYPYTFGQGTKLEIKTKGPSRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC

SEQ ID
NO: 61

Cadena Pesada 2 mAb2
lgG4(botdn) FALA

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYAMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGQGGT

SEQ ID
NO: 62
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(p.€j., unatercera cadena
polipeptidica de una proteina
de union triespecifica de la
presente descripcion)

NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPC
QEEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSLG

Cadena Ligera 2 mAb2 DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASQSVSS | SEQ ID

(p.€j., una cuarta cadena YGQGFMHWYQQKPGQPPRLLIYGASSRAT | NO: 63

polipeptidica de una proteina GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYY

de unién triespecifica de la CQQNKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFI

presente descripcion) FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC

IgG1 LALA P329A mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG1(ojal) QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF | SEQ ID

LALA P329A TSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIYPGNVNTN | NO: 64

CD28supxCD3mid YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD

(p.€j., una segunda cadena DTAVYYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTTVTV

polipeptidica de una proteina SSSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG

de unién triespecifica de la FTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK

presente descripcion) SNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTAMEN
TELOQMNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPFD
YWGQGTLVTVSSRTASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKAK
GQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena Ligera 1 Véase mas arriba. SEQ ID

CD28supxCD3mid NO: 61

(p.€j., una primera cadena

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcion)

Cadena Pesada 2 mAb2 QVOQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF | SEQ ID
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lgGl(boton) LALA P329A
(p.€j., unatercera cadena
polipeptidica de una proteina
de union triespecifica de la
presente descripcion)

TSYAMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGQGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALAAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG

NO: 65

Cadena Ligera 2 mAb2

(p.€j., una cuarta cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 63

IgG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1
CD28supxCD3mid IgG1(ojal)
NNSA

(p.€j., una segunda cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcion)

QVOQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIYPGNVNTN
YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD
DTAVYYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTTVTV
SSSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG
FTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK
SNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTAMEN
TELOQMNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPFD
YWGQGTLVTVSSRTASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNNASRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID
NO: 66

Cadena Ligera 1
CD28supxCD3mid

(p.€j., una primera cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 61

Cadena Pesada 2 mAb2
lgG1(boton) NNSA
(p.€j., unatercera cadena

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYAMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGQGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS

SEQ ID
NO: 67
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polipeptidica de una proteina
de union triespecifica de la
presente descripcion)

EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNNASRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
CRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

Cadena Ligera 2 CD38Vu1 Véase mas arriba. SEQ ID

(p.€j., una cuarta cadena NO: 63

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcion)

IgG4 FALA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG4(ojal) Véase mas arriba. SEQ ID

FALA CD28supxCD3mid NO: 60

(p.€j., una segunda cadena

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcién)

Cadena Ligera 1l Véase mas arriba. SEQ ID

CD28supxCD3mid NO: 61

(p.€j., una primera cadena

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcién)

Cadena Pesada 2 mAb6 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTF | SEQ ID

lgG4(botén) FALA SSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSN | NO: 68

(p.€j., unatercera cadena KYYADSVKGRFTISGDNSKNTAMENTELQ

polipeptidica de una proteina | MNSLRAEDTAVYYCARMFRGAFDYWGQG

de unién triespecifica de la TLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTA

presente descripcion) ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYT
CNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPA
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPCQEEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSLG

Ligera 2 mAb6 AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIR | SEQ ID

(p.€j., una cuarta cadena NDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVP | NO: 69
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polipeptidica de una proteina
de union triespecifica de la
presente descripcion)

SRFSGSGSGTDFTLTISGLQPEDSATYYCL
QDYIYYPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

lgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG1(ojal) Véase mas arriba. SEQ ID

LALA P329A NO: 64

CD28supxCD3mid

(p.€j., una segunda cadena

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcion)

Cadena Ligera 1l Véase mas arriba. SEQ ID

CD28supxCD3mid NO: 61

(p.€j., una primera cadena

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcion)

Cadena Pesada 2 mAb6 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTF | SEQ ID

lgG1l(botén) LALA P329A SSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSN | NO: 70

(p.€j., unatercera cadena KYYADSVKGRFTISGDNSKNTAMENTELQ

polipeptidica de una proteina | MNSLRAEDTAVYYCARMFRGAFDYWGQG

de unién triespecifica de la TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA

presente descripcion) ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALAAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

Ligera 2 mAb6 Véase mas arriba. SEQ ID

(p.€j., una cuarta cadena NO: 69

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcidn)

IgG1 NNSA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 Véase mas arriba. SEQ ID

CD28supxCD3mid IgG1(ojal) NO: 66

NNSA

(p.€j., una segunda cadena
polipeptidica de una proteina
de unién triespecifica de la
presente descripcidn)
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Cadena Ligera 1l Véase mas arriba. SEQ ID

CD28supxCD3mid NO: 61

(p.€j., una primera cadena

polipeptidica de una proteina

de union triespecifica de la

presente descripcion)

Cadena Pesada 2 mAb6 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTF | SEQ ID

lgG1l(boton) NNSA SSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSN | NO: 71

(p.€j., unatercera cadena KYYADSVKGRFTISGDNSKNTAMENTELQ

polipeptidica de una proteina MNSLRAEDTAVYYCARMFRGAFDYWGQG

de union triespecifica de la TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA

presente descripcion) ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNNASRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPG

Ligera 2 mAb6 Véase mas arriba. SEQ ID

(p.€j., una cuarta cadena NO: 69

polipeptidica de una proteina

de unién triespecifica de la

presente descripcién)

Anticuerpo monovalente mAb1l

Cadena Pesada mAbl QVQLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTF | SEQ ID
TSFNMHWVKETPGQGLEWIGYIYPGNGGT | NO: 7
NYNQKFKGKATLTADTSSSTAYMQISSLTS
EDSAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

Cadena Ligera mAb1l DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDS | SEQ ID
YGNGFMHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLES | NO: 8

GVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDAATY
YCQQNKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VOWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTY
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SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

Anticuerpo monovalente mAb2

Cadena Pesada mAb2

QVOQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYAMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGQGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

SEQ ID
NO: 15

Cadena Ligera mAb2

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASQSVSS
YGQGFMHWYQQKPGQPPRLLIYGASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYY
CQQNKEDPWTFEGGGTKLEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID
NO: 16

Anticuerpo monovalente mAb3

Cadena Pesada mAb3

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSFNMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

SEQ ID
NO: 19

Cadena Ligera mAb3

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASESVDS
YGNGFMHWYQQKPGQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYY
CQOQONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV

SEQ ID
NO: 20
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QWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

Anticuerpo monovalente mAb4

Cadena Pesada mAb4

QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKASGYTF
TSFNMHWVKEAPGQGLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

SEQ ID
NO: 22

Cadena Ligera mAb4

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASESVDS
YGNGFMHWYQQKPGQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYY
CQONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

SEQ ID
NO: 20

Anticuerpo monovalente mAb5

Cadena Pesada mAb5

QVOQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTF
TSFNMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LAGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

SEQ ID
NO: 24

Cadena Ligera mAb5

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASESVDS
YGNGFMHWYQQKPGQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYY
CQONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVF

SEQ ID
NO: 20
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IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

Anticuerpo monovalente mAb6

Cadena Pesada mAb6

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTF
SSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSN
KYYADSVKGRFTISGDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCARMFRGAFDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
AGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG

SEQ ID
NO: 11

Cadena Ligera mAb6

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIR
NDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVP
S
RFSGSGSGTDFTLTISGLQPEDSATYYCLQ
DYIYYPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

SEQ ID
NO: 12

Anticuerpo monovalente mAb7

Cadena Pesada mAb7

QVQLVQSGAEVAKPGTSVKLSCKASGYTF
TDYWMQWVKQRPGQGLEWIGTIYPGDGD
TGYAQKFQGKATLTADKSSKTVYMHLSSLA
SEDSAVYYCARGDYYGSNSLDYWGQGTS
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

SEQ ID
NO: 107

Cadena Ligera mAb7

DIVMTQSHLSMSTSLGDPVSITCKASQDVS
TVWVAWYQOKPGQSPRRLIYSASYRYIGVPD

SEQ ID
NO: 106
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RFTGSGAGTDFTFTISSVQAEDLAVYYCQQ
HYSPPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

Tabla J. Secuencias de polinucleétidos completas de proteinas de unién.

lgG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG4(ojal)
FALA CD28supxCD3mid
(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAG
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCTGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACTACATCCACTGGGTGCGCCAGGCCC
CTGGACAGGGACTGGAATGGATCGGCAGCA
TCTACCCCGGCAACGTGAACACCAACTACGC
CCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGAC
CGTGGACACCAGCATCAGCACCGCCTACAT
GGAACTGAGCCGGCTGAGAAGCGACGACAC
CGCCGTGTACTACTGCACCCGGTCCCACTAC
GGCCTGGATTGGAACTTCGACGTGTGGGGC
AAGGGCACCACCGTGACAGTGTCTAGCAGC
CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
GTGGTGCAGCCTGGCAGAAGCCTGAGACTG
AGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCACC
AAGGCCTGGATGCACTGGGTGCGCCAGGCC
CCTGGAAAGCAGCTGGAATGGGTGGCCCAG
ATCAAGGACAAGAGCAACAGCTACGCCACCT
ACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCC
TGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCG
AGGACACCGCCGTGTACTACTGTCGGGGCG
TGTACTATGCCCTGAGCCCCTTCGATTACTG
GGGCCAGGGAACCCTCGTGACCGTGTCTAG
TCGGACCGCCAGCACAAAGGGCCCATCGGT
GTTCCCTCTGGCCCCTTGCAGCAGAAGCAC
CAGCGAATCTACAGCCGCCCTGGGCTGCCT
CGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCCGTGAC
CGTGTCCTGGAACTCTGGCGCTCTGACAAG
CGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTCCA
GAGCAGCGGCCTGTACTCTCTGAGCAGCGT
CGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCAC
CAAGACCTACACCTGTAACGTGGACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGCGGGTG
GAATCTAAGTACGGCCCTCCCTGCCCTCCTT
GCCCAGCCCCTGAAGCTGCCGGCGGACCCT
CCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGA
CACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCAGGA

SEQ ID
NO: 72
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AGATCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTG
GACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACC
AAGCCCAGAGAGGAACAGTTCAACAGCACCT
ACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGC
ACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACA
AGTGCAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCA
GCTCCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAA
GGGCCAGCCCCGCGAGCCTCAAGTGTGTAC
CCTGCCCCCTAGCCAGGAAGAGATGACCAA
GAACCAGGTGTCCCTGAGCTGTGCCGTGAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATTGCCGTGGAA
TGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAAC
TACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGC
GACGGCTCATTCTTCCTGGTGTCCAAGCTGA
CCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAAGGCA
ACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGG
CCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCT
GTCTCTGTCCCTGGGC

Cadena Ligera 1l
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

GACATCGTGATGACCCAGACCCCCCTGAGC
CTGAGCGTGACACCTGGACAGCCTGCCAGC
ATCAGCTGCAAGAGCAGCCAGAGCCTGGTG
CACAACAACGCCAACACCTACCTGAGCTGGT
ATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCCCAGT
CCCTGATCTACAAGGTGTCCAACAGATTCAG
CGGCGTGCCCGACAGATTCTCCGGCAGCGG
CTCTGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGC
CGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTAC
TATTGTGGCCAGGGCACCCAGTACCCCTTCA
CCTTTGGCAGCGGCACCAAGGTGGAAATCA
AGGGCCAGCCCAAGGCCGCCCCCGACATCC
AGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGTCTG
CCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCT
GTCAGGCCAGCCAGAACATCTACGTGTGGC
TGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGG
CCCCCAAGCTGCTGATCTACAAGGCCAGCAA
CCTGCACACCGGCGTGCCCAGCAGATTTTCT
GGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTG
ACAATCAGCTCCCTGCAGCCCGAGGACATTG
CCACCTACTACTGCCAGCAGGGCCAGACCT
ACCCCTACACCTTTGGCCAGGGCACCAAGCT
GGAAATCAAGACCAAGGGCCCCAGCCGTAC
GGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCA
CCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACA
GCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCT
ACCCCCGCGAGGCCAAAGTGCAGTGGAAGG
TGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCC
AGGAAAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGG
ACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGAC
ACTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAA
GGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGG

SEQ ID
NO: 73
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CCTGTCTAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAAC
CGGGGCGAGTGT

Cadena Pesada 2 mAb2
lgG4(boton) FALA

(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACGCCATGCACTGGGTCAAAGAGGCCC
CTGGCCAGAGACTGGAATGGATCGGCTACA
TCTACCCCGGCCAGGGCGGCACCAACTACA
ACCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGA
CCGCCGATACAAGCGCCAGCACCGCCTACA
TGGAACTGAGCAGCCTGCGGAGCGAGGATA
CCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAACAGGCG
GCCTGAGGCGGGCCTACTTTACCTATTGGG
GCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCTAGCG
CTAGCACAAAGGGCCCATCGGTGTTCCCTCT
GGCCCCTTGCAGCAGAAGCACCAGCGAATC
TACAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGA
CTACTTTCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGG
AACTCTGGCGCTCTGACAAGCGGCGTGCAC
ACCTTTCCAGCCGTGCTCCAGAGCAGCGGC
CTGTACTCTCTGAGCAGCGTCGTGACAGTGC
CCAGCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACA
CCTGTAACGTGGACCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGCGGGTGGAATCTAAGT
ACGGCCCTCCCTGCCCTCCTTGCCCAGCCC
CTGAAGCTGCCGGCGGACCCTCCGTGTTCC
TGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGAT
GATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGT
GGTGGTGGATGTGTCCCAGGAAGATCCCGA
GGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGT
GGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAG
AGAGGAACAGTTCAACAGCACCTACCGGGT
GGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGA
CTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAA
GGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCTCCAT
CGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCCCGCGAGCCTCAAGTGTATACCCTGCC
CCCTTGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCA
GGTGTCCCTGTGGTGTCTCGTGAAAGGCTTC
TACCCCAGCGACATTGCCGTGGAATGGGAG
AGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAG
ACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGC
TCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCGTGG
ACAAGAGCCGGTGGCAGGAAGGCAACGTGT
TCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGC
ACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCTCT
GTCCCTGGGC

SEQ ID
NO: 74

Cadena Ligera 2 mAb2
(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica

GACATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCACC
CTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACC
ATCAGCTGTAGAGCCAGCCAGAGCGTGTCC

SEQ ID
NO: 75
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de una proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

AGCTACGGCCAGGGCTTCATGCACTGGTATC
AGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAGACTGC
TGATCTATGGCGCCAGCAGCAGAGCCACAG
GCATCCCCGCCAGATTTTCTGGCTCTGGCAG
CGGCACCGACTTCACCCTGACAATCAGCCC
CCTGGAACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTA
CTGCCAGCAGAACAAAGAGGACCCCTGGAC
CTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAA
GCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCAT
CTTCCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTC
CGGCACAGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAA
CAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGG
CAACAGCCAGGAAAGCGTGACCGAGCAGGA
CAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAG
CACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGATTACGA
GAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGAC
CCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTGACCAA
GAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC

IgG1 LALA P329A mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG1(ojal)
LALA P329A
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de union
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAG
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCTGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACTACATCCACTGGGTGCGCCAGGCCC
CTGGACAGGGACTGGAATGGATCGGCAGCA
TCTACCCCGGCAACGTGAACACCAACTACGC
CCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGAC
CGTGGACACCAGCATCAGCACCGCCTACAT
GGAACTGAGCCGGCTGAGAAGCGACGACAC
CGCCGTGTACTACTGCACCCGGTCCCACTAC
GGCCTGGATTGGAACTTCGACGTGTGGGGC
AAGGGCACCACCGTGACAGTGTCTAGCAGC
CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
GTGGTGCAGCCTGGCAGAAGCCTGAGACTG
AGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCACC
AAGGCCTGGATGCACTGGGTGCGCCAGGCC
CCTGGAAAGCAGCTGGAATGGGTGGCCCAG
ATCAAGGACAAGAGCAACAGCTACGCCACCT
ACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCC
TGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCG
AGGACACCGCCGTGTACTACTGTCGGGGCG
TGTACTATGCCCTGAGCCCCTTCGATTACTG
GGGCCAGGGAACCCTCGTGACCGTGTCTAG
TCGGACCGCCAGCACAAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAGCAC
ATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCT
CGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCCGTGAC
CGTGTCCTGGAATTCTGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCA

SEQ ID
NO: 76
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GTCCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGT
CGTGACAGTGCCCAGCAGCTCTCTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTG
GAACCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGTCCCCCTTGTCCTGCCCCCGAAGCCGCC
GGAGGCCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCAA
AGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGA
CCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATG
TGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAA
TTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAA
CGCCAAGACCAAGCCAAGAGAGGAACAGTA
CAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCT
GACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAG
GCCCTGGCCGCCCCCATCGAGAAAACCATC
AGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAACCC
CAGGTGTGCACACTGCCCCCAAGCAGGGAC
GAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGAGC
TGTGCCGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATA
TCGCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGC
CCGAGAACAACTACAAGACCACcCcceeCTaT
GCTGGACAGCGACGGCTCATTCTTCCTGGT
GTCCAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTG
GCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGT
GATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACAC
CCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGC

Cadena Ligera l
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de union
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 73
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Cadena Pesada 2 mAb2
lgG1l(boton) LALA P329A
(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACGCCATGCACTGGGTCAAAGAGGCCC
CTGGCCAGAGACTGGAATGGATCGGCTACA
TCTACCCCGGCCAGGGCGGCACCAACTACA
ACCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGA
CCGCCGATACAAGCGCCAGCACCGCCTACA
TGGAACTGAGCAGCCTGCGGAGCGAGGATA
CCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAACAGGCG
GCCTGAGGCGGGCCTACTTTACCTATTGGG
GCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCTAGCG
CTAGCACAAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCTCT
GGCCCCTAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGG
AACAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGA
CTACTTTCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGG
AATTCTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCAC
ACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCAGCGGC
CTGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTGACAGTG
CCCAGCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTAC
ATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGTCCCCCTT
GTCCTGCCCCCGAAGCCGCCGGAGGCCCTT
CCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGA
CACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCACGA
GGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTG
GACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACC
AAGCCAAGAGAGGAACAGTACAACAGCACCT
ACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGC
ACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACA
AGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGGCCG
CCCCCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAA
GGGCCAGCCCCGCGAACCCCAGGTGTACAC
ACTGCCCCCATGCAGGGACGAGCTGACCAA
GAACCAGGTGTCCCTGTGGTGTCTGGTGAAA
GGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAAT
GGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCG
ACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGAC
AGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAA
CGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGC
CCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG
AGCCTGAGCCCCGGC

SEQ ID
NO: 77

Cadena Ligera 2 mAb2
(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de union
triespecifica de la presente

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 75
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descripcion)

IgG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1
CD28supxCD3mid
IgG1l(ojal) NNSA

(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAG
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCTGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACTACATCCACTGGGTGCGCCAGGCCC
CTGGACAGGGACTGGAATGGATCGGCAGCA
TCTACCCCGGCAACGTGAACACCAACTACGC
CCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGAC
CGTGGACACCAGCATCAGCACCGCCTACAT
GGAACTGAGCCGGCTGAGAAGCGACGACAC
CGCCGTGTACTACTGCACCCGGTCCCACTAC
GGCCTGGATTGGAACTTCGACGTGTGGGGC
AAGGGCACCACCGTGACAGTGTCTAGCAGC
CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
GTGGTGCAGCCTGGCAGAAGCCTGAGACTG
AGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCACC
AAGGCCTGGATGCACTGGGTGCGCCAGGCC
CCTGGAAAGCAGCTGGAATGGGTGGCCCAG
ATCAAGGACAAGAGCAACAGCTACGCCACCT
ACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCC
TGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCG
AGGACACCGCCGTGTACTACTGTCGGGGCG
TGTACTATGCCCTGAGCCCCTTCGATTACTG
GGGCCAGGGAACCCTCGTGACCGTGTCTAG
TCGGACCGCCAGCACAAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAGCAC
ATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCT
CGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCCGTGAC
CGTGTCCTGGAATTCTGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCA
GTCCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGT
CGTGACAGTGCCCAGCAGCTCTCTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTG
GAACCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGTCCCCCTTGTCCTGCCCCCGAACTGCTGG
GAGGCCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAA
GCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGAC
CCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGT
GTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAAT
TGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAAC
GCCAAGACCAAGCCAAGAGAGGAACAGTAC
AACAATGCCTCCCGGGTGGTGTCCGTGCTG
ACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGC
AAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGG
CCCTGCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCAG
CAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAACCCCA
GGTGTGCACACTGCCCCCAAGCAGGGACGA

SEQ ID
NO: 78
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GCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGAGCTG
TGCCGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATC
GCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCC
GAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGC
TGGACAGCGACGGCTCATTCTTCCTGGTGTC
CAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCA
GCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGAT
GCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCA
GAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGC

Cadena Ligera 1
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 73

Cadena Pesada 2 mADb2
IgG1l(boton) NNSA

(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTCGTGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGGTG
TCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTTACCA
GCTACGCCATGCACTGGGTCAAAGAGGCCC
CTGGCCAGAGACTGGAATGGATCGGCTACA
TCTACCCCGGCCAGGGCGGCACCAACTACA
ACCAGAAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGA
CCGCCGATACAAGCGCCAGCACCGCCTACA
TGGAACTGAGCAGCCTGCGGAGCGAGGATA
CCGCCGTGTACTTCTGTGCCAGAACAGGCG
GCCTGAGGCGGGCCTACTTTACCTATTGGG
GCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCTAGCG
CTAGCACAAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
GGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGG
CACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTAC
ATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATC
TTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGC
CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC
ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA
CCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTATGTTGAC
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAATGCCTCC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCC

SEQ ID
NO: 79
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CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG
GCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAA
TCAAGTCAGCCTGTGGTGCCTGGTAAAAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACTCAAAACTCACCG
TGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGT

Cadena Ligera 2 mAb2
(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 75

IgG4 FALA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG4(ojal)
FALA CD28supxCD3mid
(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 72

Cadena Ligera 1
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 73

Cadena Pesada 2 mAb6
lgG4(boton) FALA

(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGAGG
CGTGGTGCAGCCTGGCAGGTCTCTGAGACT
GAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CAGCTACGGAATGCACTGGGTGCGCCAGGC
CCCTGGCAAAGGACTGGAATGGGTGGCCGT
GATTTGGTACGACGGCAGCAACAAGTACTAC
GCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATC
AGCGGCGACAACAGCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGAC
ACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAATGTTCA
GAGGCGCCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCA
CACTCGTGACCGTGTCTAGTGCGTCGACCAA
GGGCCCATCGGTGTTCCCTCTGGCCCCTTG
CAGCAGAAGCACCAGCGAATCTACAGCCGC
CCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTTCCC

SEQ ID
NO: 80
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GAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGC
GCTCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTTCCA
GCCGTGCTCCAGAGCAGCGGCCTGTACTCT
CTGAGCAGCGTCGTGACAGTGCCCAGCAGC
AGCCTGGGCACCAAGACCTACACCTGTAAC
GTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTG
GACAAGCGGGTGGAATCTAAGTACGGCCCT
CCCTGCCCTCCTTGCCCAGCCCCTGAAGCT
GCCGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCC
CCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
CGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTG
GATGTGTCCCAGGAAGATCCCGAGGTGCAG
TTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAA
CAGTTCAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCC
GTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTG
AACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCA
ACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGAAAA
CCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCG
AGCCTCAAGTGTATACCCTGCCCCCTTGCCA
GGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCT
GTGGTGTCTCGTGAAAGGCTTCTACCCCAGC
GACATTGCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGC
CAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCccC
CCTGTGCTGGACAGCGACGGCTCATTCTTCC
TGTACTCCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCC
GGTGGCAGGAAGGCAACGTGTTCAGCTGCT
CCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACT
ACACCCAGAAGTCCCTGTCTCTGTCCCTGGG
C

Ligera 2 mAb6

(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

GCCATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCCGG
AACGACCTGGGCTGGTATCAGCAGAAGCCT
GGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACGCC
GCTAGCTCTCTGCAGTCCGGCGTGCCCAGC
AGATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGAC
TTCACCCTGACAATCTCTGGCCTGCAGCCCG
AGGACAGCGCCACCTACTACTGTCTGCAAGA
CTACATCTACTACCCCACCTTCGGCCAGGGC
ACCAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCC
GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCACCTAGCG
ACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACAGCCTCTG
TCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCG
CGAGGCCAAAGTGCAGTGGAAGGTGGACAA
CGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAG
CGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCAC
CTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACACTGAG
CAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTA
CGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTC

SEQ ID
NO: 81
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TAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGG
CGAGTGT

IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1 IgG1(ojal)
LALA P329A
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de union
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 76

Cadena Ligera 1l
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 73

Cadena Pesada 2 mAb6
lgG1l(botén) LALA P329A
(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGAGG
CGTGGTGCAGCCTGGCAGGTCTCTGAGACT
GAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CAGCTACGGAATGCACTGGGTGCGCCAGGC
CCCTGGCAAAGGACTGGAATGGGTGGCCGT
GATTTGGTACGACGGCAGCAACAAGTACTAC
GCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATC
AGCGGCGACAACAGCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGAC
ACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAATGTTCA
GAGGCGCCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCA
CACTCGTGACCGTGTCTAGTGCGTCGACCAA
GGGCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCTAG
CAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGC
CCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTTCCC
GAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAATTCTGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCCA
GCTGTGCTGCAGTCCAGCGGCCTGTACAGC
CTGAGCAGCGTCGTGACAGTGCCCAGCAGC
TCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAGGTGGAACCCAAGAGCTGCGACA
AGACCCACACCTGTCCCCCTTGTCCTGCCCC
CGAAGCCGCCGGAGGCCCTTCCGTGTTCCT
GTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGAT
GATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGT
GGTGGTGGATGTGTCCCACGAGGACCCTGA
AGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCAAGA
GAGGAACAGTACAACAGCACCTACCGGGTG

SEQ ID
NO: 82
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GTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGAC
TGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAG
GTGTCCAACAAGGCCCTGGCCGCCCCCATC
GAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAG
CCCCGCGAACCCCAGGTGTACACACTGCCC
CCATGCAGGGACGAGCTGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGTGGTGTCTGGTGAAAGGCTTCT
ACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGA
GCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCT
CATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACAGTGGA
CAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTT
CAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCA
CAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTG
AGCCCCGGC

Ligera 2 mAb6

(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 81

IgG1 NNSA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena Pesada 1
CD28supxCD3mid
lgG1(ojal) NNSA

(p.€j., que codifica una
segunda cadena
polipeptidica de una
proteina de unidn
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 78

Cadena Ligera 1
CD28supxCD3mid

(p.€j., que codifica una
primera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 73

Cadena Pesada 2 mAb6
lgG1l(boton) NNSA

(p.€j., que codifica una
tercera cadena
polipeptidica de una
proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

CAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGAGG
CGTGGTGCAGCCTGGCAGGTCTCTGAGACT
GAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CAGCTACGGAATGCACTGGGTGCGCCAGGC
CCCTGGCAAAGGACTGGAATGGGTGGCCGT
GATTTGGTACGACGGCAGCAACAAGTACTAC
GCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATC
AGCGGCGACAACAGCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGAC
ACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAATGTTCA
GAGGCGCCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCA

SEQID
NO: 83
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CACTCGTGACCGTGTCTAGTGCGTCGACCAA
GGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGC
CCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGG
CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGC
AGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAA
ACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT
GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCT
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTATGTTGACGGCGTGGAG
GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAG
GAGCAGTACAACAATGCCTCCCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATGC
CGGGATGAGCTGACCAAGAATCAAGTCAGC
CTGTGGTGCCTGGTAAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGC
CTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACTCAAAACTCACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACT
ACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GT

Ligera 2 mAb6

(p.€j., que codifica una
cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién
triespecifica de la presente
descripcion)

Véase mas arriba.

SEQ ID
NO: 81

Polipéptidos CD38

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion

comprende un sitio de union a antigeno que se une a un dominio extracelular de un

polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono
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cinomolgo. Los ensayos ilustrativos para determinar si un sitio de unién a antigeno se une
a un antigeno se describen en la presente memoria y son conocidos en la técnica. En
algunas modalidades, la unién se determina mediante ensayo ELISA, p.ej., como se
describe mas abajo. En algunas modalidades, la unién se determina mediante ensayo
SPR, p.ej., como se describe mas abajo. En algunas modalidades, la unién se determina
mediante ensayo de citometria de flujo utilizando células que expresan un polipéptido
CD38 sobre su superficie celular, p.ej.,, como se describe mas abajo. Véanse, p.€j., los
Ejemplos 1, 3,y 4.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcién se
une a un polipéptido purificado o fragmento del mismo que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 30 (p.gj., segun se mide mediante ELISA o SPR). En
algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion se une a un
polipéptido o que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 30
cuando se expresa en la superficie de una célula (p.ej., segin se mide mediante
citometria de flujo).

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcién se
une a un polipéptido de la isoforma A de CD38 (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1). En algunas modalidades, una proteina de unién de la
presente descripcion se une a un polipéptido de la isoforma E de CD38 (p.ej., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105 y no comprende la
secuencia de aminoacidos completa de SEQ ID NO: 1, que consiste en la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO: 105, o que consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105). En algunas modalidades, una proteina de unién de la
presente descripcién se une a un polipéptido de la isoforma A de CD38 (p.ej., que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) y un polipéptido de la
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isoforma E de CD38 (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
105 y no comprende la secuencia de aminoacidos completa de SEQ ID NO: 1, que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105, o que consiste
esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105). Sin desear estar
limitados por la teoria, se cree que la uniéon a un polipéptido de la isoforma E de CD38
puede ser ventajosa, p.ej., en el direccionamiento de una proteina de union de la presente
descripcion a una o varias célula que expresan un polipéptido de la isoforma E de CD38.

Secuencia de polipéptido del dominio extracelular de la isoforma A de CD38

humano

RWRQQWSGPGTTKRFPETVLARCVKYTEIHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKH
PCNITEEDYQPLMKLGTQTVPCNKILLWSRIKDLAHQFTQVQRDMFTLEDTLLGYLADDLT
WCGEFNTSKINYQSCPDWRKDCSNNPVSVFWKTVSRRFAEAACDVVHVMLNGSRSKIF
DKNSTFGSVEVHNLQPEKVQTLEAWVIHGGREDSRDLCQDPTIKELESIISKRNIQFSCKNI
YRPDKFLQCVKNPEDSSCTSEI (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de polipéptido de la isoforma E de CD38 humano

RWRQQWSGPGTTKRFPETVLARCVKYTEIHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKH
PCNITEEDYQPLMKLGTQTVPCNKILLWSRIKDLAHQFTQVQRDMFTLEDTLLGYLADDLT
WCGEFNTSKINYQSCPDWRKDCSNNPVSVFWKTVSRRHFWECGSP (SEQ ID NO: 105)

En algunas modalidades, el dominio extracelular de un polipéptido CD38
humano comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas
modalidades, el dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30.

Secuencia de polipéptido CD38 de mono Cynomolgus

RWRQQWSGSGTTSRFPETVLARCVKYTEVHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKY

PCNITEEDYQPLVKLGTQTVPCNKTLLWSRIKDLAHQFTQVQRDMFTLEDMLLGYLADDL
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TWCGEFNTFEINYQSCPDWRKDCSNNPVSVFWKTVSRRFAETACGVVHVMLNGSRSKI
FDKNSTFGSVEVHNLQPEKVQALEAWVIHGGREDSRDLCQDPTIKELESIISKRNIRFFCK
NIYRPDKFLQCVKNPEDSSCLSGI (SEQ ID NO: 30)

Proteinas de unidn multiespecificas (p.ej., biespecificas, triespecificas, o

multiespecificas) que se unen polipéptidos CD38

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion es
una proteina de union biespecifica que comprende un sitio de unién a antigeno que se
une a uno o mas polipéptidos CD38 y un segundo sitio de unién a antigeno que se une a
un antigeno diana diferente. En algunas modalidades, una proteina de unién de la
presente descripcion es una proteina de unién biespecifica que comprende un sitio de
unioén a antigeno que se une a uno 0 mas polipéptidos CD38 y un segundo sitio de union
a antigeno gque se une a uno o mas polipéptidos CD38.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion es
una proteina de unién triespecifica que comprende un sitio de unién a antigeno que se
une a uno o mas polipéptidos CD38, un segundo sitio de unién a antigeno, y un tercer
sitio de unioén a antigeno. Por ejemplo, en algunas modalidades, uno de los sitios de unién
a antigeno se une a uno o mas polipéptidos CD38 (p.€j., el dominio extracelular de un ser
humano y/o polipéptido CD38 de mono cinomolgo), y uno o dos de los sitios de union a
antigeno se unen a una proteina de superficie de células T. En algunas modalidades, uno
de los sitios de unién a antigeno se une a uno o mas polipéptidos CD38 (p.e€j., el dominio
extracelular de un polipéptido CD38 humano y/o de mono cinomolgo), uno de los sitios de
union a antigeno se une a un polipéptido CD3 humano, y uno de los sitios de unién a
antigeno se une a un polipéptido CD28 humano. Los polipéptidos CD3 y CD28 humanos

son conocidos en la técnica. La secuencia de aminoacidos de dominios variables de
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anticuerpo ilustrativos y no limitantes que se unen polipéptidos CD3 y CD28 humano se
proporcionan en la presente memoria.

En algunas modalidades, en la presente memoria se proporcionan proteinas
de unién que comprenden tres sitios de unién a antigeno que se unen cada uno a una o
mas proteinas diana. En algunas modalidades, al menos uno de los tres sitios de unién a
antigeno se une a un dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano y un dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo. En algunas modalidades, el
polipéptido CD38 humano comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1, y/o
el polipéptido CD38 de mono cinomolgo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 30. En algunas modalidades, la proteina de unién comprende un sitio de unién a
antigeno que se une a un dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano y un
dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo y dos sitios de unién a
antigeno que se unen cada uno a una proteina de superficie de células T (p.ej., un
polipéptido CD28 humano y/o un polipéptido CD3 humano).

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion se
une a una o mas proteinas diana tumorales (p.ej., una o mas polipéptidos CD38) y una o
mas proteinas diana de células T. En algunas modalidades, la proteina de unién es capaz
de unirse a una proteina diana tumoral (p.ej.,, uno o mas polipéptidos CD38) y dos
epitopos diferentes en una sola proteina diana de células T. En algunas modalidades, la
proteina de unién es capaz de unirse a una proteina diana tumoral (p.ej., uno 0 mas
polipéptidos CD38) y dos proteinas diana de células T diferentes (p.ej., CD28 y CD3). En
algunas modalidades, la proteina de unién es capaz de unirse a una proteina diana de
células T y dos epitopos diferentes en una sola proteina diana tumoral (p.ej., uno 0 mas
polipéptidos CD38). En algunas modalidades, la proteina de unién es capaz de unirse a

una proteina diana de células T y dos proteinas diana tumorales diferentes (p.ej., uno o



10

15

20

25

114

mas polipéptidos CD38 y otra proteina diana tumoral). En algunas modalidades, la
primera y segunda cadenas polipeptidicas de la proteina de union forman dos sitios de
unién a antigeno que eligen como diana dos proteinas diana de células T, y la tercera y
cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina de unién forman un sitio de unién a antigeno
que se une a uno o mas polipéptidos CD38. En algunas modalidades, la primera y
segunda cadenas polipeptidicas de la proteina de unién forman dos sitios de unién a
antigeno que eligen como diana dos proteinas diana tumorales (p.ej., uno 0 mas
polipéptidos CD38 y otra proteina diana tumoral), y la tercera y cuarta cadenas
polipeptidicas de la proteina de unién forman un sitio de unién a antigeno que se une a
una proteina diana de células T. En algunas modalidades, las una o mas proteinas diana
de células T son uno o mas de CD3 y CD28.

En algunas modalidades, las proteinas de uniéon se unen especificamente a
uno o mas polipéptidos CD38 y una o0 mas proteinas diana en una T-célula incluyendo un
complejo receptor de células T. Estas proteinas de unién acopladoras de células T son
susceptibles de reclutar células T transitoriamente a células diana y, al mismo tiempo,
activar, la actividad citolitica de las células T. Los ejemplos de proteinas diana sobre
células T incluyen pero no se limitan a CD3 y CD28, entre otras. Ejemplos adicionales de
tales dianas antigénicas o proteinas diana se proporcionan mas arriba. En algunas
modalidades, las proteinas de union triespecificas se pueden generar combinando los
dominios de unién a antigeno de dos o mas anticuerpos monoespecificos (anticuerpos
parentales) en un anticuerpo.

Formatos de proteina de unién biespecifica

En algunas modalidades, la proteina de unién de la descripcion es una
proteina de union biespecifica y/o bivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas

que forman cuatro sitios de union a antigeno que se unen a una o mas (p.ej., dos) dianas
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antigénicas o proteinas diana diferentes (p.ej., que tienen una estructura descrita en la
Publicacion Internacional Num. W02012/135345). En algunas modalidades, la proteina de
union es bivalente y/o biespecifica. En algunas modalidades, la proteina de unién es
tetravalente y/o tetraespecifica. En algunas modalidades, la proteina de unién es
tetravalente y/o biespecifica. En algunas modalidades, al menos uno de los sitios de union
a antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., el dominio extracelular de polipéptidos
CD38 humanos y/o de mono cinomolgo).
En algunas modalidades, la proteina de unién comprende dos cadenas
polipeptidicas que tienen una estructura representada por la férmula:
Vii-Li-Vie-L2-Co 1]

y dos cadenas polipeptidicas que tienen una estructura representada por la

formula:
Vhz-Ls-Vii-La-Cra-Fc [I1]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V12 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es el dominio constante de una cadena pesada Cuxi de inmunoglobulina;

Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cyz, Chs;

L1, Lo, Ls, y La sSON conectores aminoacidicos;

y en donde los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de formula Il forman un

par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, Vw1 y
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Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vu2 y Vi2

forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas

modalidades, Vu2 y V2 forman un dominio de unidon a antigeno que se une a un

polipéptido CD38, y Vw1 ¥ Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra
5 diana antigénica.

En algunas modalidades, la proteina de unién comprende dos cadenas
polipeptidicas que forman dos sitios de unién a antigeno, en donde una primera cadena
polipeptidica comprende

Vi1-L1-Vi2-Lo-CL-Fc
10 y una segunda cadena polipeptidica comprende
Vh2-L3-Vhi-Ls-Chi-Fc
en donde:
Vi es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
15 V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es el dominio constante de una cadena pesada Cui de inmunoglobulina;
Cu2 es un dominio constante de cadena pesada Cy, de inmunoglobulina;
20 Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cus de inmunoglobulina;
Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cyz, Chs; y
L1, Lo, Ls, y La sSON conectores aminoacidicos;
en donde el primer y segundo polipéptidos forman un par de entrecruzamiento

25 de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, Vw1 y Vi forman un dominio
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de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vi y V2 forman un dominio de
unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas modalidades, Vu2 ¥ Vi2
forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vi1 Y Vi1

forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica.

En algunas modalidades, la proteina de uniébn comprende tres cadenas

polipeptidicas que forman dos sitios de union a antigeno, en donde una primera cadena

polipeptidica comprende

Vii-L1-Vie-L2-CL
una segunda cadena polipeptidica comprende

Vh2-L3-Vhi-La-Chi-Fc
una tercera cadena polipeptidica comprende un anticuerpo regién Fc
en donde:
Vi es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es el dominio constante de una cadena pesada Cu: de inmunoglobulina;
Cu2 es un dominio constante de cadena pesada Cy, de inmunoglobulina;
Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cus de inmunoglobulina;

Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de

cadena pesada de inmunoglobulina Chz, Chs; y

L1, Lo, L3, y Ls SON conectores aminoacidicos;

en donde el primer y segundo polipéptidos forman un par de entrecruzamiento

de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, Vi1 y Via forman un dominio
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de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vi y V2 forman un dominio de
unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas modalidades, Vu2 ¥ Vi2
forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, ¥y Vu1 y Vi1
forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica.
En algunas modalidades, la proteina de unibn comprende una primera
cadena polipeptidica que comprende una estructura representada por la férmula:
Vii-Li-Vie-Lo-Co (1]
y una segunda cadena polipeptidica que comprende una estructura representada
por la formula:
Vih2-L3-Vh1-Ls-Ca [
en donde:
V11 e€s un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobulina; y
L1, Lo, L3y Ls SON conectores aminoacidicos;
en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un par
de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, Vi1 y Vi1
forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, ¥y Vu2 y Vi2
forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas
modalidades, Vu2 y V2 forman un dominio de uni6on a antigeno que se une a un
polipéptido CD38, y Vw1 y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra

diana antigénica.
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En cualquiera de las proteinas de union biespecificas descritas mas arriba, el
antigeno diana distinto de CD38 puede ser cualquiera de las siguientes dianas
antigénicas ilustrativas: A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIlyS, BTK,
BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también conocido como VTCNL1), B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1,
B7-4, C3, C5, CCL2 (también conocido como MCP-1), CCL3 (también conocido como
MIP-1a), CCL4 (también conocido como MIP-1b), CCL5 (también conocido como
RANTES), CCL7 (también conocido como MCP-3), CCL8 (también conocido como mcp-
2), CCL11 (también conocido como eotaxina), CCL15 (también conocido como MIP-1d),
CCL17 (también conocido como TARC), CCL19 (también conocido como MIP-3b), CCL20
(también conocido como MIP-3a), CCL21 (también conocido como MIP-2), CCL24
(también conocido como MPIF-2/eotaxina-2), CCL25 (también conocido como TECK),
CCL26 (también conocido como eotaxina-3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23
(también conocido como FCER2, un receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38,
CD39, CD40, CD70, CD80 (también conocido como B7-1), CD86 (también conocido como
B7-2), CD122, CD137 (también conocido como 41BB), CD137L, CD152 (también
conocido como CTLA4), CD154 (también conocido como CD40L), CD160, CD272, CD273
(también conocido como PDL2), CD274 (también conocido como PDL1), CD275 (también
conocido como B7H2), CD276 (también conocido como B7H3), CD278 (también conocido
como ICOS), CD279 (también conocido como PD-1), CDH1 (también conocido como E-
cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocido como M-CSF),
CSF-2 (también conocido como GM-CSF), CSF-3 (también conocido como GCSF),
CX3CL1 (también conocido como SCYD1), CXCL12 (también conocido como SDF1),
CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleotsido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1,
FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1,

HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4,
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IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, 1L12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb (también conocido como un receptor para IL25), 1L18, 1L22,
IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4 (también conocido como integrina b4), ITK, KIR, LAGS,
LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L,
PD-1H, receptor plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocido
como un receptor para 1L33), STEAP2, quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también
conocido como un co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3,
WUCAM, y XCR1 (también conocido como GPR5/CCXCR1). En algunas modalidades,
una o mas de la dianas antigénicas anteriores son dianas antigénicas humanas.

En cualquiera de las proteinas de unién biespecificas descritas méas arriba, se
puede utilizar cualquier conector o combinacion de conectores descrita en la presente
memoria. Por ejemplo, en algunas modalidades, al menos uno de Li, Lz, Lz 0 L4 tiene
independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, L1, L2, Ls 0 L4
tienen independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, Li, Lo, L3
y L4 tienen cada uno independientemente 0 aminoacidos de longitud o comprenden una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP
(SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, Li, Lo, L3
y L« comprenden cada uno independientemente una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, L1 comprende la secuencia
GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), L, comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 57), Ls

comprende la secuencia S, y La comprende la secuencia RT. En algunas modalidades, L
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comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), L, comprende la secuencia
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud, y L4 tiene 0
amino4cidos de longitud. En algunas modalidades, L: comprende la secuencia
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L, comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO: 59), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud, y L. tiene 0 aminoacidos de longitud. En
algunas modalidades, L; comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:
56), L. tiene 0 aminoacidos de longitud, Ls comprende la secuencia
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud.

Proteinas de unién triespecificas que se unen a polipéptidos CD38

En algunas modalidades, la proteina de uniéon de la descripcibn es una
proteina de unién triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas
que forman tres sitios de unién a antigeno que se unen a una o mas (p.ej., tres) dianas
antigénicas o proteinas diana diferentes. En algunas modalidades, al menos uno de los
sitios de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., el dominio extracelular de
polipéptidos CD38 humanos y/o de mono cinomolgo). En algunas modalidades, una
primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:

Viz-L1-Vii-Lo-Co (1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
Vh1-L3-Vhz-La-Cri-bisagra-Chz-Chs
]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:

VH3-CH1-bisagra-CH2-CH3 [|||]
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y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vi3-CL (V]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V12 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vuz €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobuling;
Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cq, de inmunoglobuling;
Cus es un dominio constante de cadena pesada Cysz de inmunoglobuling;
bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cu1 Y Crz; Y
L1, Lo, L3 y L4 soNn conectores aminoacidicos;
en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un
par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera.

En algunas modalidades, la proteina de union de la descripcién es proteina de
union triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman
tres sitios de unién a antigeno que se unen a una o0 mas (p.ej., tres) dianas antigénicas o
proteinas diana diferentes. En algunas modalidades, al menos uno de los sitios de union a

antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., el dominio extracelular de polipéptidos
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CD38 humanos y/o de mono cinomolgo). En algunas modalidades, una primera cadena
polipeptidica comprende una estructura representada por la formula:
Viz2-Li-Via-L-CL [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
Vh1-L3-Viz-La-Cra [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Vhz-Chi [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:
Viz-Co [IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 es un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Ch1 es un dominio constante de cadena pesada Cy: de inmunoglobulina; y
L1, L2, L3 y L4 son conectores aminoacidicos;
y en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un par
de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, la

segunda y la tercera cadena polipeptidicas comprenden adicionalmente una region Fc



10

15

20

25

124

conectada a Cyi1, comprendiendo las regiones Fc una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs.

En algunas modalidades, la primera cadena polipeptidica y la segunda cadena
polipeptidica tienen una orientacion de entrecruzamiento que forma dos sitios de unién a
antigeno distintos. En algunas modalidades, Vu1 y Vi1 forman un par de union y forman el
primer sitio de uniéon a antigeno. En algunas modalidades, Vw2 y Vi forman un par de
unién y forman el segundo sitio de unién a antigeno. En algunas modalidades, el primer
sitio de union a antigeno se une a un polipéptido CD3 (p.ej., CD3 humano), y el segundo
sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD28 (p.ej., CD28 humano). En algunas
modalidades, el segundo sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD3 (p.€j.,
CD3 humano), y el primer sitio de union a antigeno se une a un polipéptido CD28 (p.€j.,
CD28 humano). En algunas modalidades, el tercer polipéptido y el cuarto polipéptido
forman un tercer sitio de union a antigeno. En algunas modalidades, Vus y Vi3 forman un
par de unién y forman el tercer sitio de union a antigeno. En algunas modalidades, el
tercer sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., CD38 humano y
opcionalmente de mono cinomolgo). Los formatos de proteina de union ilustrativos con
orientaciones de entrecruzamiento contemplados para su uso en la presente memoria
también se describen en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con NUm. de Serie
15/487.243 y la Solicitud internacional Num. PCT/US2017/027488.

En algunas modalidades en cualquiera de las proteinas de union biespecificas,
triespecificas, o multiespecificas descritas en la presente memoria, un sitio de uniéon a
antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., CD38 humano y opcionalmente de mono
cinomolgo). En algunas modalidades, otro u otros sitios de unién a antigeno (p.€j., que no
se unen a CD38) de cualquiera de las proteinas de union biespecificas, triespecificas, o

multiespecificas descritas en la presente memoria se unen a CD28 o CD3. En algunas
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modalidades, el dominio Vw1 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37),
una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ
ID NO: 32) 0 IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio VL1
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia
CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ
ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V42 comprende una
secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID
NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID NO: 32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V> comprende una secuencia CDR-L1
gue comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o
QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En
algunas modalidades, el dominio Vs comprende una secuencia CDR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO:
37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT
(SEQ ID NO: 32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el

dominio Vi3 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de



10

15

20

25

126

aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34) o QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35) o
GAS (SEQ ID NO: 40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vu1
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO:37), una secuencia CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de IYPGNGGT (SEQ ID NO:32) o IYPGQGGT
(SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el dominio V.1 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) o
QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de LAS (SEQ ID NO:35) o GAS (SEQ ID NO:40), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO:36). En
algunas modalidades, el dominio Vu2 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) o GYTFTSYA (SEQ ID
NO:37), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IYPGNGGT (SEQ ID NO:32) o IYPGQGGT (SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3
qgue comprende la secuencia de aminoécidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el
dominio V> comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) o0 QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132),una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de LAS (SEQ ID NO:35)
0 GAS (SEQ ID NO:40), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO:36). En algunas modalidades, el dominio Vus
comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la secuencia de amino&cidos de

GYTFTSFN (SEQ ID NO:31) o GYTFTSYA (SEQ ID NO:37), una secuencia CDR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoécidos de IYPGNGGT (SEQ ID NO:32) o IYPGQGGT
(SEQ ID NO:38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO:33), y el dominio V.3 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de ESVDSYGNGF (SEQ ID NO:34) o
QSVSSYGQG (SEQ ID NO:132), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino&cidos de LAS (SEQ ID NO:35) o GAS (SEQ ID NO:40), y una secuencia CDR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO:36).

En algunas modalidades, el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID
NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43), y/o el dominio V.1 comprende una secuencia CDR-L1
gue comprende la secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia
CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una
secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID
NO: 46). En algunas modalidades, el dominio V42 comprende una secuencia CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y
una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY
(SEQ ID NO: 43), y/o el dominio V.2 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En algunas
modalidades, el dominio Vus comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la

secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43),
y/o el dominio Vi3 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46).

En algunas modalidades, el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID
NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43), y el dominio V1 comprende una secuencia CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos LOQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En
algunas modalidades, el dominio Vu2 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43),
y el dominio V> comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46). En algunas
modalidades, el dominio Vi3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una secuencia CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID NO: 42), y una secuencia
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CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43),
y el dominio Vi3 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID NO: 46).

En algunas modalidades, el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V.1 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vi comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio VL1 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V4, comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID

NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoé&cidos
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ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V> comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vu, comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V> comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V43 comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V.3 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V43 comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos

ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V3 comprende una secuencia CDR-
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L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36).

En algunas modalidades, el dominio Vi1 comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.1 comprende una secuencia CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V41 comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.1 comprende una secuencia CDR-L1
gue comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio V42 comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos

ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V> comprende una secuencia CDR-L1
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gue comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vu, comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V2, comprende una secuencia CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vus comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.3 comprende una secuencia CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio VH3 comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio VL3 comprende una secuencia CDR-

L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
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secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36).

En algunas modalidades, el dominio Vus comprende una secuencia CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSFN (SEQ ID NO: 31), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGNGGT (SEQ ID
NO: 32), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V.3 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos ESVDSYGNGF (SEQ ID NO: 34), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos LAS (SEQ ID NO: 35), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36). En algunas modalidades, el dominio Vus comprende una secuencia
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IYPGQGGT (SEQ ID
NO: 38), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y/o el dominio V3 comprende una secuencia CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos GAS (SEQ ID NO: 40), y
una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos QQNKEDPWT
(SEQ ID NO: 36).

En algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 5, o el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 6. En algunas modalidades, el dominio Vs comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 17, o el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vuz comprende la secuencia de
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amino&cidos de SEQ ID NO: 21, o el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 23, o el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, o el dominio V.3 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14.

En algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5, y/o el dominio Vi3 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas modalidades, el dominio Vs comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, y el dominio Vi3 comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vys comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, y el dominio V.3 comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vus comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23, y el dominio V.3 comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 18. En algunas modalidades, el dominio Vus comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y el dominio Vi3 comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 14.

En algunas modalidades, el dominio Vus comprende una secuencia CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos GFTFSSYG (SEQ ID NO: 41), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos IWYDGSNK (SEQ ID
NO: 42), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de amino&cidos
ARMFRGAFDY (SEQ ID NO: 43), y/o el dominio V3 comprende una secuencia CDR-L1
gue comprende la secuencia de aminoacidos QGIRND (SEQ ID NO: 44), una secuencia

CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos AAS (SEQ ID NO: 45), y una
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secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos LQDYIYYPT (SEQ ID
NO: 46).

En algunas modalidades, el dominio Vus comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y/o el dominio Vi3 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

En algunas modalidades de cualquiera de las proteinas de union triespecificas
de la presente descripcién, un dominio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD3
(p.€j., CD3 humano) y un dominio de uniéon a antigeno se une a un polipéptido CD28
(p.€j., CD28 humano). En algunas modalidades, el dominio Vu1 comprende tres CDR de
SEQ ID NO: 49 o 51 como se muestra en la Tabla H, y el dominio V.1 comprende tres
CDR de SEQ ID NO: 50 0 52 como se muestra en la Tabla H. En algunas modalidades, el
dominio V2 comprende tres CDR de SEQ ID NO: 49 0 51 como se muestra en la Tabla H,
y el dominio V> comprende tres CDR de SEQ ID NO: 50 o 52 como se muestra en la
Tabla H. En algunas modalidades, el dominio Vi1 comprende tres CDR de SEQ ID NO: 53
0 84 como se muestra en la Tabla H, y el dominio V.1 comprende tres CDR de SEQ ID
NO: 54 o0 85 como se muestra en la Tabla H. En algunas modalidades, el dominio Va2
comprende tres CDR de SEQ ID NO: 53 o 84 como se muestra en la Tabla H, y el
dominio V> comprende tres CDR de SEQ ID NO: 54 o0 85 como se muestra en la Tabla H.

En algunas modalidades, el dominio Vw1 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio Vi1 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, el dominio Vw12, comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53, y el dominio V> comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 54. En
algunas modalidades, el dominio V42 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 49, el dominio V.. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50, el

dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 53, y el dominio Vi1
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54. En algunas modalidades, el
dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 52, el dominio Vi, comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, y el dominio V.2 comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 54. En algunas modalidades, el dominio Vy, comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51, el dominio V.2 comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 52, el dominio Vw1 comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 53, y el dominio V1 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 54.

En algunas modalidades, el dominio Vw1 comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio Vi1 comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50, el dominio V42 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 53, el dominio V>, comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54, el
dominio Vuz comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y el dominio Vs
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En algunas modalidades, el
dominio Vw1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49, el dominio Vi1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50, el dominio Va2 comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, el dominio V.. comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 54, el dominio Vus comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 9, y el dominio V3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10.

En ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende un
polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia

gue es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, la
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tercera cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62, y la cuarta cadena
polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En ciertas modalidades, la primera cadena
polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 64, la tercera cadena polipeptidica comprende un polipéptido
secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
65, y la cuarta cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos
95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En ciertas modalidades,
la primera cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos
95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena
polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, la tercera cadena polipeptidica comprende
un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 67, y la cuarta cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que
es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En ciertas
modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda
cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, la tercera cadena polipeptidica
comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO: 68, y la cuarta cadena polipeptidica comprende un

polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 69. En ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende un
polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia
que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64, la
tercera cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70, y la cuarta cadena
polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En ciertas modalidades, la primera cadena
polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende un polipéptido secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 66, la tercera cadena polipeptidica comprende un polipéptido
secuencia que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:
71, y la cuarta cadena polipeptidica comprende un polipéptido secuencia que es al menos
95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69.

En ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62, y la cuarta
cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En
ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 64, la tercera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 65, y la cuarta cadena polipeptidica

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En ciertas modalidades, la
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primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61,
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
66, la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 67, y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 63. En ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68, y la cuarta
cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En
ciertas modalidades, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 61, la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 64, la tercera cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70, y la cuarta cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En ciertas modalidades, la
primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61,
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
66, la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 71, y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 69.

En cualquiera de las proteinas de union triespecificas descritas mas arriba, el
antigeno diana distinto de CD38 puede ser cualquiera de las siguientes dianas
antigénicas ilustrativas: A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIlyS, BTK,
BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también conocido como VTCNL1), B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1,
B7-4, C3, C5, CCL2 (también conocido como MCP-1), CCL3 (también conocido como

MIP-1a), CCL4 (también conocido como MIP-1b), CCL5 (también conocido como
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RANTES), CCL7 (también conocido como MCP-3), CCL8 (también conocido como mcp-
2), CCL11 (también conocido como eotaxina), CCL15 (también conocido como MIP-1d),
CCL17 (también conocido como TARC), CCL19 (también conocido como MIP-3b), CCL20
(también conocido como MIP-3a), CCL21 (también conocido como MIP-2), CCL24
(también conocido como MPIF-2/eotaxina-2), CCL25 (también conocido como TECK),
CCL26 (también conocido como eotaxina-3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23
(también conocido como FCER2, un receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38,
CD39, CD40, CD70, CD80 (también conocido como B7-1), CD86 (también conocido como
B7-2), CD122, CD137 (también conocido como 41BB), CD137L, CD152 (también
conocido como CTLA4), CD154 (también conocido como CD40L), CD160, CD272, CD273
(también conocido como PDL2), CD274 (también conocido como PDL1), CD275 (también
conocido como B7H2), CD276 (también conocido como B7H3), CD278 (también conocido
como ICOS), CD279 (también conocido como PD-1), CDH1 (también conocido como E-
cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocido como M-CSF),
CSF-2 (también conocido como GM-CSF), CSF-3 (también conocido como GCSF),
CX3CL1 (también conocido como SCYD1), CXCL12 (también conocido como SDF1),
CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleoésido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1,
FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1,
HVEM, ICOSLG, IDO, IFNaq, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4,
IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, 1L12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb (también conocido como un receptor para IL25), IL18, 1L22,
IL23, IL25, IL27, L33, IL35, ITGB4 (también conocido como integrina b4), ITK, KIR, LAGS,
LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L,
PD-1H, receptor plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocido

como un receptor para 1L33), STEAP2, quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR,
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TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también
conocido como un co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3,
WUCAM, y XCR1 (también conocido como GPR5/CCXCR1). En algunas modalidades,
una o mas de las dianas antigénicas anteriores son dianas antigénicas humanas.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion es
un anticuerpo. En algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En
algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humanizado, o humano.

Las proteinas de union de la descripcion se pueden preparar utilizando
dominios o secuencias obtenidos o derivados de cualquier anticuerpo humano o no
humano, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos humanos, murinos, o0 humanizados.

Conectores

En algunas modalidades, los conectores L1, Lz, L3 y L4 oscilan de la ausencia
de aminoéacidos (longitud=0) a aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, o menos
de 100, 50, 40, 30, 20, o 15 aminoacidos o0 menor. Los conectores pueden tener también
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 1 aminoacidos de longitud. L1, L2, Ls y L4 en una proteina de
unién pueden tener todos la misma secuencia de aminoacidos o pueden tener todos
diferente secuencia de aminoéacidos.

Los ejemplos de conectores adecuados incluyen un solo resto de glicina (Gly);
un péptido de diglicina (Gly-Gly); un tripéptido (Gly-Gly-Gly); un péptido con cuatro restos
de glicina; un péptido con cinco restos de glicina; un péptido con seis restos de glicina; un
péptido con siete restos de glicina; y un péptido con ocho restos de glicina. Se pueden
utilizar otras combinaciones de restos de aminoacido tales como el péptido
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), el péptido GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:
56), el péptido TKGPS (SEQ ID NO: 57), el péptido GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y el

péptido GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). No se desea que los ejemplos enumerados
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anteriormente limiten el alcance de la descripcion de ningin modo, y se ha demostrado
que los conectores que comprenden aminoacidos seleccionados al azar seleccionados
del grupo que consiste en valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, lisina, arginina,
histidina, aspartato, glutamato, asparragina, glutamina, glicina, y prolina son adecuados
en las proteinas de union. Para descripciones adicionales de secuencias conectoras,
véanse, p.ej., el documento  WO02012135345 y la Solicitud Internacional Num.
PCT/US2017/027488.

La identidad y la secuencia de restos de amino&cido en el conector puede
variar dependiendo del tipo de elemento estructural secundario que es necesario lograr en
el conector. Por ejemplo, glicina, serina, y alanina son mejores para conectores gue tienen
méaxima flexibilidad. Algunas combinaciones de glicina, prolina, treonina, y serina son
Utiles si es necesario un conector mas rigido y extendido. Cualquier resto de aminoacido
puede ser considerado un conector combinado con otros restos de aminoacido para
construir conectores peptidicos mas grandes cuando sea necesario dependiendo de las
propiedades deseadas.

En algunas modalidades, al menos uno de Li, L, Ls 0 L4 tiene
independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, L1, L2, Ls 0 L4
tienen independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, la
longitud de L; es al menos dos veces la longitud de Ls. En algunas modalidades, la
longitud de L, es al menos dos veces la longitud de Ls. En algunas modalidades, la
longitud de Li es al menos dos veces la longitud de Ls, y la longitud de L, es al menos dos
veces la longitud de L4. En algunas modalidades, L. tiene de 3 a 12 restos de aminoacido
de longitud, L tiene de 3 a 14 restos de aminoacido de longitud, Ls tiene de 1 a 8 restos
de amino&cido de longitud, y L4 tiene de 1 a 3 restos de aminoacido de longitud. En

algunas modalidades, L; tiene de 5 a 10 restos de aminoacido de longitud, L, tiene de 5 a
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8 restos de aminoé&cido de longitud, L3 tiene de 1 a 5 restos de aminoacido de longitud, y
L. tiene de 1 a 2 restos de aminoacido de longitud. En algunas modalidades, L tiene 7
restos de aminoacido de longitud, L, tiene 5 restos de aminoécido de longitud, L3 tiene 1
resto de aminoacido de longitud, y L4 tiene 2 restos de aminoacido de longitud. En
algunas modalidades, L; tiene 10 restos de aminoacido de longitud, L, tiene 10 restos de
aminoécido de longitud, L3 tiene 0 restos de amino&cido de longitud, y L4 tiene O restos de
aminoacido de longitud. En algunas modalidades, Li, L2, Ls y L4 tienen cada uno una
longitud seleccionada independientemente entre 0 a 15 aminoéacidos (p.gj., 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, o 15 aminoacidos), en donde al menos dos de los conectores
tienen una longitud de 1 a 15 aminoacidos (p.€j., 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
o 15 aminoécidos). En algunas modalidades, L1, L, L3 y L4 tienen cada uno 0 aminoacidos
de longitud.

En algunas modalidades, L1, L2, Ls y/o Ls comprenden a secuencia derivada de
una secuencia de origen natural en la unién entre un dominio variable de anticuerpo y un
dominio constante de anticuerpo (p.ej., como se describe en el documento
WO02012/135345). Por ejemplo, en algunas modalidades, el conector comprende una
secuencia encontrada en la transicion entre un dominio V4 y Cui enddgeno, o entre un
dominio V. y C. endbgeno (p.ej., kappa o lambda). En algunas modalidades, el conector
comprende una secuencia encontrada en la transicion entre un dominio Vy y Cui humano
endégeno, o entre un dominio V. y C. humano enddégeno (p.ej., kappa o lambda
humanas).

En algunas modalidades, L1, L, L3 y L4 tienen cada uno independientemente 0
aminoacidos de longitud o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:

56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG
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(SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, Li, L2, L3 y Ls comprenden cada uno
independientemente una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT,
TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:
59).

En algunas modalidades, L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO:
58), L. comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 57), Ls comprende la secuencia S, y
L. comprende la secuencia RT. En algunas modalidades, L1 comprende la secuencia
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), L, comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 55), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud, y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud. En
algunas modalidades, L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L,
comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L; tiene 0 aminoacidos de
longitud, y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, L1 comprende la
secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), L, tiene 0 aminoacidos de longitud,
Ls comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), y L4 tiene 0
aminoécidos de longitud.

Reqgiones Fc y dominios constantes

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un anticuerpo cadena pesada completo o una cadena de polipéptido que
comprende una regidon Fc. En algunas modalidades, la region Fc es una region Fc
humana, p.ej., una regiéon Fc de IgG1l, 1gG2, 1gG3, o IgG4 humanas. En algunas
modalidades, la region Fc incluye un anticuerpo bisagra, dominios CH1, CH2, CH3, y
opcionalmente CH4. En algunas modalidades, la region Fc es una region Fc de IgG1l

humana. En algunas modalidades, la region Fc es una region Fc de 1IgG4 humana. En
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algunas modalidades, la region Fc incluye una o mas de las mutaciones descritas mas
abajo.

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
incluye una o dos variantes de Fc. El término "variante de Fc" segun se utiliza en la
presente memoria se refiere a una molécula o secuencia que son modificadas a partir de
un Fc nativo pero que todavia comprenden un sitio de unién para el receptor salvaje,
FcRn (receptor Fc neonatal). Las variantes de Fc ilustrativas, y su interaccién con el
receptor salvaje, son conocidas en la técnica. Asi, el término "variante de Fc" puede
comprender una molécula o0 secuencia que se humaniza a partir de un Fc nativo no
humano. Ademas, un Fc nativo comprende regiones que pueden ser eliminadas debido a
gue proporcionan rasgos estructurales o actividad bioldgica que no son requeridos por las
proteinas de unién de tipo anticuerpo de la invencién. Por tanto, el término "variante de
Fc" comprende una molécula o secuencia que carecen de uno o mas sitios o restos de Fc
nativo, o en las que se han madificado uno o mas sitios o restos de Fc, que afectan o
estan implicados en: (1) formacién de enlaces disulfuro, (2) incompatibilidad con una
célula anfitriona seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal después de la expresion en
una célula anfitriona seleccionada, (4) glicosilacién, (5) interaccién con el complemento,
(6) unién a un receptor Fc distinto de un receptor salvaje, o (7) citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC).

En algunas modalidades, la region Fc comprende una o mas mutaciones que
reducen o eliminan la union al receptor Fc y/o la funcién efectora de la regién Fc (p.ej.,
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos mediada por el receptor Fc (ADCP),
citoxicidad dependiente del complemento (CDC), y/o citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos (ADCCQC)).
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En algunas modalidades, la region Fc es una regién Fc de IgG1 humana que
comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a
las posiciones 234, 235, y/o 329 de IgG1l humana de acuerdo con el indice UE. En
algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A, y/o P329A. En
algunas modalidades, la region Fc es una region Fc de IgG1l humana que comprende
sustituciones de amino&cidos en posiciones que corresponden a las posiciones 298, 299,
y/o 300 de 1gG1 humana de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las
sustituciones de amino&cidos son S298N, T299A, y/o Y300S.

En algunas modalidades, la region Fc es una regiéon Fc de IgG4 humana que
comprende una o0 mas mutaciones que reducen o eliminan la unién a Fcyl y/o Fcyll. En
algunas modalidades, la regién Fc es una region Fc de IgG4 humana que comprende una
0 mas mutaciones que reducen o eliminan la union a Fcyl y/o Fcyll pero no afectan a la
unién a FcRn. En algunas modalidades, la region Fc es una region Fc de 1gG4 humana
gue comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 228 y/o 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE. En algunas
modalidades, las sustituciones de aminoacidos son S228P y/o R409K. En algunas
modalidades, la regiébn Fc es una regiébn Fc de IgG4 humana que comprende
sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 234 y/o
235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las
sustituciones de aminoacidos son F234A y/o L235A. En algunas modalidades, la regién
Fc es una region Fc de IgG4 humana que comprende sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 228, 234, 235, y/o 409 de IlgG4 humana de
acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son
S228P, F234A, L235A, y/o R409K. En algunas modalidades, la region Fc es una region

Fc de 1gG4 humana que comprende sustituciones de amino&cidos en posiciones que
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corresponden a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE. En
algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son E233P, F234V, L235A, y una
delecion en 236. En algunas modalidades, la region Fc es una region Fc de 1IgG4 humana
que comprende mutaciones de aminoacidos en sustituciones correspondientes a las
posiciones 228, 233-236, y/o 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE. En
algunas modalidades, las mutaciones de aminoéacidos son S228P; E233P, F234V, L235A,
y una delecién en 236; y/o R409K.

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una 0 mas mutaciones para mejorar la purificacion, p.ej., modulando la
afinidad por un reactivo de purificacion. Por ejemplo, se sabe que las proteinas de unién
heterodiméricas se pueden separar selectivamente mediante purificaciéon de su forma
homodimérica si una de las dos regiones Fc de las formas heterodiméricas contiene una o
varias mutaciones que reducen o eliminan la unién a Proteina A, debido a que las formas
heterodiméricas tendran una afinidad intermedia por la purificacién basada en Proteina A
que cualquier forma homodimérica y se pueden eluir selectivamente de la Proteina A,
p.ej., mediante el uso de un pH diferente (Véase p.ej., Smith, E.J. et al. (2015) Sci. Rep.
5:17943). En algunas modalidades, la mutacion comprende sustituciones en posiciones
que corresponden a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R y Y436F. En algunas
modalidades, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que
comprende adicionalmente una primera regiéon Fc conectada a Cni, comprendiendo la
primera regidn Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Ch2 ¥y Chs, Y una tercera cadena polipeptidica que
comprende adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cni, comprendiendo la

segunda region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
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cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Cus; y en donde solo una de la primera y
segunda regiones Fc comprende sustituciones de aminodcidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 435 y 436 de IgG1l o IgG4 humanas de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R y Y436F. En algunas
modalidades, una proteina de union de la presente descripcibn comprende mutaciones en
botébn y ojal y una o mas mutaciones para mejorar la purificacion. En algunas
modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG1l humana. En
algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG4
humana.

Para mejorar los rendimientos de algunas proteinas de unién (p.ej., proteinas
de union biespecificas o triespecificas), los dominios Cus se pueden alterar por mediante
de la tecnologia "botén en ojal" que se describe en detalle con algunos ejemplos, por
ejemplo, en la Publicacion Internacional Nium. WO 96/027011, Ridgway et al., 1996,
Protein Eng. 9: 617-21; y Merchant et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 677-81.
Especificamente, las superficies de interaccién de los dos dominios Cus se alteran para
aumentar la heterodimerizacion de ambas cadenas pesadas que contienen estos dos
dominios Cus. Cada uno de los dos dominios Cys (de las dos cadenas pesadas) pueden
ser el "boton", mientras que el otro es el "ojal". La introduccion de un puente disulfuro
estabiliza adicionalmente los heterodimeros (Merchant et al., 1998; Atwell et al., 1997, J.
Mol. Biol. 270: 26-35) e incrementa el rendimiento. En modalidades concretas, el botén
esta en el segundo par de polipéptidos con un dominio variable sencillo. En otras
modalidades, el botdn esta en el primer par de polipéptidos que tienen la orientacion de
entrecruzamiento. En otras modalidades mas, los dominios Cus no incluyen un botén en

ojal.
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En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
(p.€j., una proteina de unién triespecifica) comprende una mutacién en “botén” en la
segunda cadena polipeptidica y una mutacién en “ojal” en la tercera cadena polipeptidica.
En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcibn comprende
una mutacion en “botdn” en la tercera cadena polipeptidica y una mutacion en “ojal” en la
segunda cadena polipeptidica. En algunas modalidades, la mutacion en “boton”
comprende una o varias sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones
354 ylo 366 de IgG1l o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE. En algunas
modalidades, las sustituciones de aminoacidos son S354C, T366W, T366Y, S354C y
T366W, 0 S354C y T366Y. En algunas modalidades, la mutacién en “botén” comprende
sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones 354 y 366 de 1gG1 o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de
aminoacidos son S354C y T366W. En algunas modalidades, la mutacién en “ojal’
comprende una o varias sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones
407 y, opcionalmente, 349, 366, y/o 368 y de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el
indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son Y407V o
Y407T y opcionalmente Y349C, T366S, y/o L368A. En algunas modalidades, la mutacion
en “ojal” comprende sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones 349,
366, 368, y 407 de IgG1l o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE. En algunas
modalidades, las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, y Y407V.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cxi1, comprendiendo la primera region
Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cwz y Cus, en donde la primera regiébn Fc comprende una o varias

sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 366 y
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opcionalmente 354 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son T366W o0 T366Y y opcionalmente S354C; y en donde la
tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una segunda region Fc
conectada a Cui, comprendiendo la segunda regibn Fc una regidbn bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs,
en donde la segunda regién Fc comprende una o varias sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 407 y opcionalmente 349, 366, y/o 368 y de
IgG1 o lgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
aminoacidos son Y407V o Y407T y opcionalmente Y349C, T366S, y/o L368A.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cwi, comprendiendo la primera region
Fc una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cwz y Cus, en donde la primera regiébn Fc comprende una o varias
sustituciones de aminodacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 407 vy
opcionalmente 349, 366, y/o 368 y de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son Y407V o Y407T y opcionalmente Y349C,
T366S, y/o L368A; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente
una segunda region Fc conectada a Cn1, comprendiendo la segunda region Fc una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2z Y Cus, en donde la segunda region Fc comprende una o varias sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 366 y opcionalmente 354
de 1gG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
aminoacidos son T366W o T366Y y opcionalmente S354C.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende

adicionalmente una primera region Fc conectada a Cwi, comprendiendo la primera region
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Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Chz y Chs, en donde la primera regiéon Fc comprende una sustitucién de
aminodcido en la posicion correspondiente a la posicion 366 de IgG1 o IgG4 humanas de
acuerdo con el indice UE, en donde la sustitucion de aminoéacido es T366W; y en donde la
tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una segunda region Fc
conectada a Cui, comprendiendo la segunda region Fc una regidn bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs,
en donde la segunda regién Fc comprende una o varias sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 366, 368, y/o 407 y de IgG1l o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
T366S, L368A, y/o Y407V.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cwi, comprendiendo la primera region
Fc una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cuz y Chs, en donde la primera region Fc comprende una o varias
sustituciones de aminoéacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 366, 368,
ylo 407 y de IgGl o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son T366S, L368A, y/o Y407V; y en donde la tercera
cadena polipeptidica comprende adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cpy,
comprendiendo la segunda regién Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Chs, en donde la segunda region
Fc comprende una sustitucion de aminoécido en la posicion que corresponde a la posicion
366 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde la sustitucion de

aminodacido es T366W.
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En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cni1, comprendiendo la primera region
Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cuhz ¥y Chs, en donde la primera regiébn Fc comprende sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente
una segunda region Fc conectada a Cwi, comprendiendo la segunda region Fc una regién
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 ¥ Chs, en donde la segunda regidon Fc comprende sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 349, 366, 368, y 407 de IgGl o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
Y349C, T366S, L368A, y Y407V. En algunas modalidades, la segunda cadena
polipeptidica comprende adicionalmente una primera region Fc conectada a Cha,
comprendiendo la primera region Fc una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu, y Chs, en donde la primera regiéon
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 349, 366, 368, y 407 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en
donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, y Y407V; y en donde
la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una segunda region Fc
conectada a Cui, comprendiendo la segunda region Fc una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuo y Chs,
en donde la segunda regién Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones
que corresponden a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el

indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W. En algunas
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modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG1l humana. En
algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG4
humana.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera regién Fc conectada a Cui, en donde la primera regién Fc es
una region Fc de 1IgG4 humana que comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz ¥y Cus, en donde la
primera regiébn Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228, 354, 366, y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P, S354C, T366W, y
R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una
segunda regién Fc conectada a Cui, en donde la segunda region Fc es una regién Fc de
IlgG4 humana que comprende una regidn bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Crs, €n donde la segunda regién
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 228, 349, 366, 368, 407, y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P, Y349C, T366S, L368A, Y407V, y
R409K. En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera regién Fc conectada a Cui, en donde la primera regién Fc es
una region Fc de 1IgG4 humana que comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 ¥y Cus, en donde la
primera regidbn Fc comprende sustituciones de amino&cidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228, 349, 366, 368, 407, y 409 de IgG4 humana de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P, Y349C,

T366S, L368A, Y407V, y R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende
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adicionalmente una segunda region Fc conectada a Cui, en donde la segunda region Fc
es una region Fc de IgG4 humana que comprende una region bisagra de inmunoglobulina
y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu. y Chs, en donde la
segunda regibn Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228, 354, 366, y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoéacidos son S228P, S354C, T366W, y
R409K.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera regién Fc conectada a Cni, en donde la primera regién Fc es
una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu ¥y Cus, en donde la
primera region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234, 235, 354, y 366 de IgG4 humana de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A, L235A, S354C, y
T366W; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una
segunda region Fc conectada a Cyi, en donde la segunda region Fc es una region Fc de
IgG4 humana que comprende una regidén bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Chs, en donde la segunda region
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 234, 235, 349, 366, 368, y 407 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, y
Y407V. En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera regién Fc conectada a Cyi, en donde la primera region Fc es
una region Fc de 1IgG4 humana que comprende una region bisagra de inmunoglobulina y

dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 ¥y Cus, en donde la
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primera regibn Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234, 235, 349, 366, 368, y 407 de IgG4 humana de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A, L235A,
Y349C, T366S, L368A, y Y407V; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cux1, en donde la segunda regién Fc
es una region Fc de IgG4 humana que comprende una regién bisagra de inmunoglobulina
y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz ¥ Chs, en donde la
segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234, 235, 354, y 366 de IgG4 humana de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A, L235A, S354C, y
T366W.

En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera regién Fc conectada a Cui, en donde la primera region Fc es
una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Chs, en donde la
primera regibn Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228, 234, 235, 354, 366, y 409 de IgG4 humana de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P, F234A,
L235A, S354C, T366W, y R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cu1, en donde la segunda region Fc
es una region Fc de IgG4 humana que comprende una regién bisagra de inmunoglobulina
y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu y Chsz, en donde la
segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 228, 234, 235, 349, 366, 368, 407, y 409 de IgG4 humana

de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P,
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F234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, Y407V, y R409K. En algunas modalidades, la
segunda cadena polipeptidica comprende adicionalmente una primera regién Fc
conectada a Cwi, en donde la primera region Fc es una region Fc de IgG4 humana que
comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cy2 y Chs, en donde la primera regiébn Fc comprende
sustituciones de amino&cidos en posiciones que corresponden a las posiciones 228, 234,
235, 349, 366, 368, 407, y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE, en donde
las sustituciones de aminoacidos son S228P, F234A, L235A, Y349C, T366S, L368A,
Y407V, y R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente
una segunda regién Fc conectada a Ci, €n donde la segunda region Fc es una region Fc
de 1gG4 humana que comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 y Chs, €n donde la segunda regién
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 228, 234, 235, 354, 366, y 409 de 1gG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P, F234A, L235A, S354C, T366W, y
R409K.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende una 0 mas mutaciones para mejorar la semivida en suero (Véase p.ej., Hinton,
P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346-56). En algunas modalidades, la mutacién
comprende sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones 428 y 434 de
IgG1 o lgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
amino4cidos son M428L y N434S. En algunas modalidades, la proteina de union
comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende adicionalmente una
primera region Fc conectada a Cui, comprendiendo la primera region Fc una region

bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
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Ch2 ¥ Cus, Y una tercera cadena polipeptidica que comprende adicionalmente una
segunda region Fc conectada a Cui, comprendiendo la segunda regién Fc una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 ¥ Cuz, en donde la primera y segunda regiones Fc comprenden sustituciones de
aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 428 y 434 de 1gG1 o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
M428L y N434S. En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente
descripcion comprende mutaciones en boton y ojal y una 0 mas mutaciones para mejorar
la semivida en suero. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son
regiones Fc de IgG1 humana. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc
son regiones Fc de 1gG4 humana.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende una 0 mas mutaciones para mejorar la estabilidad, p.ej., de la region bisagra
y/o la interfase del dimero de 1gG4 (Véase p.egj., Spiess, C. et al. (2013) J. Biol. Chem.
288:26583-26593). En algunas modalidades, la mutacibn comprende sustituciones en
posiciones que corresponden a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con
el indice UE, en donde las sustituciones de amino4cidos son S228P y R409K. En algunas
modalidades, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que
comprende adicionalmente una primera region Fc conectada a Cui, comprendiendo la
primera region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Ch2 ¥y Chs, Y una tercera cadena polipeptidica que
comprende adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cni, comprendiendo la
segunda region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs; en donde la primera y segunda regiones

Fc son regiones Fc de IgG4 humana; y en donde la primera y la segunda regiones Fc
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comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a
las posiciones 228 y 409 de 1gG4 humana de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K. En algunas modalidades, una proteina
de unién de la presente descripcion comprende mutaciones en botdén y ojal y una o mas
mutaciones para mejorar la estabilidad. En algunas modalidades, la primera y segunda
regiones Fc son regiones Fc de 1IgG4 humana.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende una 0 mas mutaciones para mejorar la purificacion, p.ej., modulando la
afinidad por un reactivo de purificacién. Por ejemplo, se sabe que proteinas de unién
heterodiméricas se pueden separar selectivamente mediante purificacion de sus formas
homodiméricas si una de las dos regiones Fc de las formas heterodiméricas contiene una
0 varias mutaciones gue reducen o eliminan la uniéon a Proteina A, debido a que las
formas heterodiméricas tendran una afinidad intermedia por la purificaciéon basada en
Proteina A que cualquier forma homodimérica y pueden eluirse selectivamente de la
Proteina A, p.ej., mediante el uso de un pH diferente (Véase p.ej., Smith, E.J. et al. (2015)
Sci. Rep. 5:17943). En algunas modalidades, la mutacion comprende sustituciones en
posiciones que corresponden a las posiciones 435 y 436 de IgG1l o IgG4 humanas de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R y
Y436F. En algunas modalidades, la proteina de unién comprende una segunda cadena
polipeptidica que comprende adicionalmente una primera regién Fc conectada a Chs,
comprendiendo la primera region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu2 ¥y Cus, ¥ Una tercera cadena
polipeptidica que comprende adicionalmente una segunda region Fc conectada a Chs,
comprendiendo la segunda region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios

constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs; ¥ en donde solo una de la



10

15

20

25

159

primera y segunda regiones Fc comprende sustituciones de aminoécidos en posiciones
que corresponden a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el
indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R y Y436F. En algunas
modalidades, una proteina de union de la presente descripcibn comprende mutaciones en
boton y ojal y una o0 mas mutaciones para mejorar la purificacion. En algunas
modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG1l humana. En
algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG4
humana.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende una 0 mas mutaciones para mejorar la semivida en suero (Véase p.ej., Hinton,
P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346-56). En algunas modalidades, la mutacion
comprende sustituciones en posiciones que corresponden a las posiciones 428 y 434 de
IgG1 o lgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
aminoacidos son M428L y N434S. En algunas modalidades, la proteina de unién
comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende adicionalmente una
primera region Fc conectada a Cui, comprendiendo la primera region Fc una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 ¥ Cus, Y una tercera cadena polipeptidica que comprende adicionalmente una
segunda regiéon Fc conectada a Cui, comprendiendo la segunda regién Fc una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 ¥ Cuz, en donde la primera y segunda regiones Fc comprenden sustituciones de
amino&cidos en posiciones que corresponden a las posiciones 428 y 434 de IgG1 o IgG4
humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son
M428L y N434S. En algunas modalidades, una proteina de union de la presente

descripcion comprende mutaciones en botén y ojal y una 0 mas mutaciones para mejorar



10

15

20

25

160

la semivida en suero. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son
regiones Fc de IgG1 humana. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc
son regiones Fc de 1gG4 humana.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende una o mas mutaciones para reducir la funcion efectora, p.ej., fagocitosis
celular dependiente de anticuerpos mediada por receptor Fc (ADCP), citotoxicidad
dependiente el complemento (CDC), y/o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). En algunas modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cni1, comprendiendo la primera regién
Fc una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina  Cuh2 y Cus; en donde la tercera cadena polipeptidica comprende
adicionalmente una segunda region Fc conectada a Cui, comprendiendo la segunda
region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cu. y Chs; en donde la primera y segunda regiones Fc son
regiones Fc de IgGl humana; y en donde la primera y la segunda regiones Fc
comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a
las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A. En algunas modalidades, las regiones
Fc de la segunda y la tercera cadenas polipeptidicas son regiones Fc de IgG1 humana, y
en donde las regiones Fc comprenden cada una sustituciones de amino&cidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo con
el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A. En algunas
modalidades, la segunda cadena polipeptidica comprende adicionalmente una primera
region Fc conectada a Cui, comprendiendo la primera region Fc una regioén bisagra de

inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuz y Chs;
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en donde la tercera cadena polipeptidica comprende adicionalmente una segunda region
Fc conectada a Cui, comprendiendo la segunda regiébn Fc una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuy y Chs;
en donde la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de IgG1 humana; y en donde
la primera y la segunda regiones Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos
en posiciones que corresponden a las posiciones 234, 235, y 329 de IgG1 humana de
acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A,
y P329A. En algunas modalidades, las regiones Fc de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son regiones Fc de IgG1 humana, y en donde las regiones Fc comprenden
cada una sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones
234, 235, y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones
de aminodcidos son L234A, L235A, y P329A. En algunas modalidades, las regiones Fc de
la segunda y la tercera cadenas polipeptidicas son regiones Fc de IgG4 humana, y las
regiones Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en posiciones que
corresponden a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A. En algunas modalidades,
la proteina de unidon comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende
adicionalmente una primera region Fc conectada a Cwi, comprendiendo la primera region
Fc una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina  Cu, y Cus, Y una tercera cadena polipeptidica que comprende
adicionalmente una segunda regién Fc conectada a Cui, comprendiendo la segunda
region Fc una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cux y Crs; ¥ €n donde la primera y la segunda regiones Fc

comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a
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las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE, en donde las
sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A.

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion
comprende mutaciones en botdn y ojal y una o0 mas mutaciones para reducir la funcién
efectora. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones Fc de
IgG1 humana. En algunas modalidades, la primera y segunda regiones Fc son regiones
Fc de IgG4 humana. Para una descripcién adicional de mutaciones Fc en la posicion 329,
véanse, p.ej., Shields, R.L. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604 y el documento
W01999051642.

En algunas modalidades, los tipos de mutaciones descritos mas arriba se
pueden combinar en cualquier orden o combinacion. Por ejemplo, una proteina de union
de la presente descripcién puede comprender dos 0 mas de las mutaciones en “boton” y
“ojal’, la una o mas mutaciones para mejorar la semivida en suero, la una 0 mas
mutaciones para mejorar la estabilidad de IgG4, la una o0 mas mutaciones para mejorar la
purificacion, y/o la una o mas mutaciones para reducir la funcién efectora descrita mas
arriba.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende un fragmento de anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a fragmentos de
anticuerpo F(ab), F(ab’)2, Fab’-SH, Fv, o scFv.

Ensayos

La presente descripcion proporciona proteinas de uniéon a antigeno que se
unen a polipéptidos CD38 humanos y/o de cinomolgos, que inducen proliferacién de
células T (p.ej., células T CD4+ y/o CD8+), y/o que inducen la apoptosis de células
CD38+. Los ensayos ilustrativos para medir estos parametros e identificar tales proteinas

de unién se proporcionan en la presente memoria. Por ejemplo, en algunas modalidades,
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la afinidad de unién entre una proteina de union o fragmento de unién a antigeno de la
misma y un polipéptido purificado CD38 se mide mediante SPR (p.ej., como se describe
mas abajo), y la afinidad de unién entre una proteina de unién o fragmento de union a
antigeno de la misma y un polipéptido CD38 expresado en la superficie de una célula se
mide mediante citometria de flujo (p.ej., como se describe mas abajo).

En algunas modalidades, el sitio de unién a antigeno de una proteina de union
de la presente descripcion se une al polipéptido CD38 humano que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacién en
equilibrio (Kp) de 20 nM o0 menor, 15 nM o menor, 12 nM o0 menor, 10 nM 0 menor, 5 nM 0
menor, 2 nM o menor, 1 nM o menor, o 0.8 nM 0 menor, segln se mide mediante un
ensayo de citometria de flujo utilizando células que expresan el polipéptido CD38 humano
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 sobre su superficie
celular, p.ej., como se describe mas abajo. En algunas modalidades, el sitio de unién a
antigeno se une al polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30 con una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de 20
nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o0 menor, 2 nM o
menor, 1 nM o menor, o0 0,75 nM o menor, segin se mide mediante un ensayo de
citometria de flujo utilizando células que expresan el polipéptido CD38 de mono cinomolgo
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 sobre su superficie
celular, p.ej., como se describe mas abajo. En algunas modalidades, el sitio de unién a
antigeno se une al polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de 20
nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o0 menor, 2 nM o
menor, 1 nM o menor, o 0,83 nM 0 menor, segin se mide mediante un ensayo SPR

utilizando el polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 1, p.ej., como se describe més abajo. En algunas modalidades, el sitio de
uniéon a antigeno se une al polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 con una constante de disociacion en
equilibrio (Kp) de 20 nM o0 menor, 15 nM o0 menor, 12 nM o0 menor, 10 nM o0 menor, 5 nM o
menor, 3,5 hM o0 menor, 1.5 nM o menor, o 1.0 nM o menor, segun se mide mediante un
ensayo SPR utilizando el polipéptido CD38 de mono cinomolgo que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30, p.ej., como se describe mas abajo. Como
se demuestra en la presente memoria, en algunas modalidades, una proteina de union de
la presente descripcion puede poseer una 0 mas de las propiedades de unién ilustrativas
descritas en la presente memoria. En algunas modalidades, la Kp se mide a 4°C o 25°C.
En algunas modalidades, una proteina de unibn monoespecifica de la presente
descripcion posee una o mas de las siguientes caracteristicas: se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una proteina purificada, segun se determina por
SPR o0 ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.€j., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una proteina purificada
con una KD de 20 nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o
menor, 2 nM o menor, 0 1,5 nM 0 menor, segun se determina por SPR o ELISA; se une al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula, segun se
determina por citometria de flujo; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38
humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado
en la superficie de una célula con una KD aparente de 20 nM o menor, 15 nM o menor, 12
nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o0 menor, 2 nM o0 menor, o 1 nM 0 menor, segun se

determina por citometria de flujo; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38
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de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
30) como una proteina purificada, segun se determina por SPR o ELISA; se une al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como una proteina purificada con una KD
de 20 nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o menor, 2 nM
0 menor, 1 nM o menor, segin se determina por SPR o ELISA; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula,
segln se determina por citometria de flujo; se une al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula con una KD aparente de 20
nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o menor, 2 nM o
menor, 1 nM o menor, segun se determina por citometria de flujo; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105) como una proteina purificada, segln se
determina por SPR o ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de la
isoforma E humana (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
105) expresado en la superficie de una célula, segun se determina por citometria de flujo;
induce apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de una célula
gue expresa CD38 en su superficie celular; y tiene una o mas mutaciones (p.ej., en una
region Fc) que dan como resultado una disminucion de la unién a FcyRI y/o FcyRIl, en
comparacion con la misma proteina de unioén sin la una 0 mas mutaciones. En algunas
modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion se une a un polipéptido
CD38 (p.ej., humano o de mono cinomolgo) expresado en la superficie de una célula con

una CE50 de 20 nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o
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menor, 2 nM o menor, 0 1 nM o menor, segun se determina por citometria de flujo. En
algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcion se une a un
polipéptido CD38 (p.ej., humano o mono cinomolgo) como una proteina purificada con
una CE50 de 20 nM o menor, 15 nM o menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o
menor, 2 NnM o0 menor, 0 1 hM o menor, segun se determina por ELISA. En algunas
modalidades, la KD se mide a 4°C o 25°C.

En algunas modalidades, una proteina de unién triespecifica de la presente
descripcion posee una o mas de las siguientes caracteristicas: induce la proliferacion de
células T (p.gj., proliferacion de células T CD4+ y/o CD8+); induce la expresién en células
T (p.€j., células T CD4+ y/o CD8+) de Bcl-xL; induce la apoptosis de células CD38+ (p.e€j.,
segun se mide mediante tincién con Anexina V y/o captacion de yoduro de propidio); se
une a CD38 expresado en la superficie de una célula y uno o mas antigenos diana de
células T expresados en la superficie de una célula T; se une a CD38 expresado en la
superficie de una célula, CD28 expresado en la superficie de una célula T, y CD3
expresado en la superficie de una célula T; estimula la activacion del receptor de células
T (p.ej., segun se mide mediante expresion de CD69); induce la coestimulacion de la
sefalizaciéon del receptor de células T (p.ej., mediada por CD28); tiene una 0 mas
mutaciones (p.ej., en una regiébn Fc) que dan como resultado la disminucién de la
liberacion de citocinas (p.ej., IFN-y, IL-2, y/o TNF-a) por las PBMC, en comparacion con la
misma proteina de union sin la una 0 mas mutaciones; induce la liberacion de citocinas
(p-€j., IFN-y y/o IL-6) por las PBMC en presencia de una célula diana CD38+ (p.ej., segun
se mide mediante inmunoensayo); se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38
humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como una
proteina purificada, segun se determina por SPR o ELISA; se une al dominio extracelular

de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 1) como una proteina purificada con una KD de 1,5 nM o menor, segun se
determina por SPR o ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38
humano (p.ej., que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1) expresado
en la superficie de una célula, segun se determina por citometria de flujo; se une al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (p.ej., que comprende la secuencia
de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula con una KD
aparente de 12 nM o0 menor, segun se determina por citometria de flujo; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como una proteina purificada, seguin se
determina por SPR o0 ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de
mono cinomolgo (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30)
como una proteina purificada con una KD de 3,5 nM o menor, segun se determina por
SPR o0 ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo
(p.€j., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la
superficie de una célula, segun se determina por citometria de flujo; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de mono cinomolgo (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula
con una KD aparente de 7,5 nM o menor, segin se determina por citometria de flujo; se
une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105) como una proteina
purificada, segun se determina por SPR o ELISA; se une al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 de la isoforma E humana (p.ej., que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 105) expresado en la superficie de una célula, segun se
determina por citometria de flujo; induce apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos (ADCC) de una célula que expresa CD38 en su superficie celular; y tiene una
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0 mas mutaciones (p.ej., en una region Fc) que dan como resultado una disminucion de la
union a FcyRI y/o FcyRIl, en comparacion con la misma proteina de union sin la una o
mas mutaciones. En algunas modalidades, una proteina de union de la presente
descripcion se une a un polipéptido CD38 (p.ej., humano o de mono cinomolgo)
expresado en la superficie de una célula con una CE50 de 20 nM o menor, 15 nM o
menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o menor, 2 nM o menor, o 1 nM o menor,
seglin se determina por citometria de flujo. En algunas modalidades, una proteina de
union de la presente descripcion se une a un polipéptido CD38 (p.ej., humano o de mono
cinomolgo) como una proteina purificada con una CE50 de 20 nM o menor, 15 nM o
menor, 12 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o menor, 2 nM o menor, o 1 nM 0o menor,
segun se determina por ELISA.

Acidos Nucleicos

Se utilizan metodologias de ADN recombinante convencionales para construir
los polinucleétidos que codifican los polipéptidos que forman las proteinas de union,
incorporar estos polinucleétidos a vectores de expresion recombinantes, e introducir tales
vectores en células anfitrionas. Véase p.ej., Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING:
A LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3% ed.). Las reacciones
enzimaticas y las técnicas de purificacion se pueden realizar de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, como se logra cominmente en la técnica, o0 como se
describe en la presente memoria. A no ser que se proporcionen definiciones especificas,
la nomenclatura utilizada en relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio,
guimica analitica, quimica orgéanica sintética, y quimica médica y farmacéutica descritos
en la presente memoria son aquellos bien conocidos y cominmente utilizados en la

técnica. De un modo similar, se pueden utilizar técnicas convencionales para sintesis
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guimicas, andlisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulaciéon, suministro, vy
tratamiento de pacientes.

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a moléculas de acido
nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica cualquiera
de las proteinas de unién descritas en la presente memoria. En algunas modalidades, las
moléculas de &cido nucleico aisladas comprenden una secuencia que es al menos 85%,
al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al
menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a SEQ ID NO: 60-83 y/o se
muestra en la Tabla J.

Ciertos aspectos de la presente descripcibn se refieren a kits de
polinucledtidos. En algunas modalidades, uno o mas de los polinucleétidos es un vector
(p-€j., un vector de expresion). Los kits pueden encontrar uso, entre otros, en la
produccién de una o mas de las proteinas de unién descritas en la presente memoria,
p.ej., una proteina de unién triespecifica de la presente descripcion. En algunas
modalidades, el kit comprende uno, dos, tres, o cuatro polinucleétidos mostrados en la
Tabla J (p.ej.,, de 1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid, IgGl LALA P329A
MADb2xCD28supxCD3mid, 1gG1l NNSA mAb2xCD28supxCD3mid, 1gG4 FALA
MAb6xCD28supxCD3mid, IgG1l LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid, o IgG1l NNSA
MAb6xCD28supxCD3mid). En algunas modalidades, un kit de polinucleétidos comprende:
un primer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 72, un tercer polinucleétido
gue comprende la secuencia de SEQ ID NO: 74, y un cuarto polinucleétido que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 75. En algunas modalidades, un kit de

polinucleétidos comprende: un primer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ
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ID NO: 73, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 76, un
tercer polinucledtido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 77, y un cuarto
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 75. En algunas modalidades,
un kit de polinucleétidos comprende: un primer polinucleétido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 78, un tercer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 79,
y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 75. En algunas
modalidades, un kit de polinucleétidos comprende: un primer polinucleétido que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucleétido que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 72, un tercer polinucle6tido que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 80, y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO:
81l. En algunas modalidades, un kit de polinucleétidos comprende: un primer
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo polinucle6tido
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 76, un tercer polinucle6tido que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 82, y un cuarto polinucleétido que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 81. En algunas modalidades, un kit de polinucle6tidos comprende: un
primer polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, un segundo
polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 78, un tercer polinucle6tido
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 83, y un cuarto polinucleétido que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 81.

En algunas modalidades, el &cido nucleico aislado estd conectado
operablemente a un promotor heterélogo para dirigir la transcripcién de la secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina de unién. Un promotor se puede referir a
secuencias de control de acido nucleico que dirigen la transcripcion de un &cido nucleico.

Una primera secuencia de acido nucleico esta conectada operablemente a una segunda
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acido nucleico secuencia cuando la primera secuencia de acido nucleico se coloca en una
relacién funcional con la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor
est& conectado operablemente a una secuencia codificante de una proteina de unién si el
promotor afecta a la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Los ejemplos
de promotores pueden incluir pero no se limitan a, promotores obtenidos a partir de los
genomas de virus (tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal
como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus,
un retrovirus, virus de la hepatitis B, Virus de Simios 40 (SV40), y similares), de
promotores eucariéticos heterélogos (tales como el promotor de actina, un promotor de
inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, y similares), el promotor CAG (Niwa
et al.,, Gene 108(2):193-9, 1991), el promotor de fosfoglicerato quinasa (PGK), un
promotor inducible por tetraciclina (Masui et al., Nucleic Acids Res. 33:e43, 2005), el
sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, regiones operadoras y
promotoras principales del fago lambda, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa, los
promotores de fosfatasa acida de levadura, y el promotor de los factores de apareamiento
alfa de levadura. Los polinucleétidos que codifican proteinas de unién de la presente
descripcion pueden estar bajo el control de un promotor constitutivo, un promotor
inducible, o cualquier otro promotor adecuado descrito en la presente memoria u otro
promotor adecuado que sera facilmente reconocido por un experto en la técnica.

En algunas modalidades, el acido nucleico aislado es incorporado a un vector.
En algunas modalidades, el vector es un vector de expresion. Los vectores de expresion
pueden incluir una o mas secuencias reguladoras conectadas operativamente al
polinucleétido que se debe expresar. El término "secuencia reguladora” incluye
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion (p.ej., sefiales de

poliadenilacion). Los ejemplos de los potenciadores adecuados pueden incluir, pero no se
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limitan a, secuencias potenciadoras de genes de mamifero (tales como globina, elastasa,
albumina, a-fetoproteina, insulina y similares), y secuencias potenciadoras de un virus de
células eucarioticas (tales como el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de
replicacion (pb 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador del polioma en el lado tardio del origen replicaciéon, potenciadores de
adenovirus, y similares). Los ejemplos de los vectores adecuados pueden incluir, por
ejemplo, plasmidos, césmidos, episomas, transposones, y vectores virales (p.ej.,
adenoviral, viral de vaccinia, viral de Sindbis, sarampion, viral de herpes, lentiviral,
retroviral, vectores virales adenoasociados, etc.). Los vectores de expresién se pueden
utilizar para transfectar células anfitrionas, tales como, por ejemplo, células bacterianas,
células de levadura, células de insecto, y células de mamifero. Los vectores de ADN viral
y plasmidico biolégicamente funcionales susceptibles de expresion y replicacion en un
anfitrion son conocidos en la técnica, y se pueden utilizar para transfectar cualquier célula
de interés.

Otros aspectos de la presente descripcidon se refieren a un sistema vector que
comprende uno o mas vectores que codifican una primera, segunda, tercera, y cuarta
cadenas de polipéptido de cualquiera de las proteinas de union descritas en la presente
memoria. En algunas modalidades, el sistema vector comprende un primer vector que
codifica la primera cadena polipeptidica de la proteina de unién, un segundo vector que
codifica la segunda cadena polipeptidica de la proteina de unién, un tercer vector que
codifica la tercera cadena polipeptidica de la proteina de unién, y un cuarto vector que
codifica la cuarta cadena polipeptidica de la proteina de unién. En algunas modalidades,
el sistema vector comprende un primer vector que codifica la primera y segunda cadenas
polipeptidicas de la proteina de unidn, y un segundo vector que codifica la tercera y cuarta

cadenas polipeptidicas de la proteina de union. En algunas modalidades, el sistema
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vector comprende un primer vector que codifica la primera y tercera cadenas
polipeptidicas de la proteina de unién, y un segundo vector que codifica la segunda y
cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina de unién. En algunas modalidades, el
sistema vector comprende un primer vector que codifica la primera y cuarta cadenas
polipeptidicas de la proteina de unién, y un segundo vector que codifica la segunda y
tercera cadenas polipeptidicas de la proteina de unién. En algunas modalidades, el
sistema vector comprende un primer vector que codifica la primera, segunda, tercera, y
cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina de unién. Los uno o mas vectores del
sistema vector puede ser cualquiera de los vectores descritos en la presente memoria. En
algunas modalidades, los uno o mas vectores son vectores de expresion.

Células anfitrionas aisladas

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a una célula anfitriona
aislada que comprende uno o mas polinucledtidos aislados, kits de polinucleétidos,
vectores, y/o sistemas vectores descritos en la presente memoria. En algunas
modalidades, la célula anfitriona es un célula bacteriana (p.ej., una célula de E. coli). En
algunas modalidades, la célula anfitriona es una célula de levadura (p.€j., una célula de S.
cerevisiae). En algunas modalidades, la célula anfitriona es una célula de insecto. Los
ejemplos de las células anfitrionas de insecto pueden incluir, por ejemplo, células de
Drosophila (p.ej., células S2), células de Trichoplusia ni (p.ej., células High Five™), y
células de Spodoptera frugiperda (p.ej., células Sf21 o Sf9). En algunas modalidades, la
célula anfitriona es una célula de mamifero. Los ejemplos de las células anfitrionas de
mamifero pueden incluir, por ejemplo, células de rifibn embrionario humano (p.ej., células
293 0 293 subclonadas para crecer en cultivo en suspension), células Expi293TM, células
CHO, células de rifidn de cria de hamster (p.ej., BHK, ATCC CCL 10), células de Sertoli

de raton (p.ej., células TM4), células de rifion de mono (p.ej., CV1 ATCC CCL 70), células
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de rindn de mono africano verde (p.ej., VERO-76, ATCC CRL-1587), células de carcinoma
cervical humano (p.ej., HELA, ATCC CCL 2), células de rifién canino (p.ej., MDCK, ATCC
CCL 34), células de higado de rata bufalo (p.ej., BRL 3A, ATCC CRL 1442), células de
pulmén humano (p.ej., W138, ATCC CCL 75), células de higado humano (p.ej., Hep G2,
HB 8065), células de tumor mamario de raton (p.ej., MMT 060562, ATCC CCL51), células
TRI, células MRC 5, células FS4, una linea de hepatoma humano (p.ej., Hep G2), y
células de mieloma (p.ej., células NSO y Sp2/0).

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a un método de
produccién de cualquiera de las proteinas de unién descritas en la presente memoria. En
algunas modalidades, el método incluye a) cultivar una célula anfitriona (p.ej., cualquiera
de las células anfitrionas descritas en la presente memoria) que comprende un acido
nucleico aislado, vector, y/o sistema vector (p.ej., cualquiera de los acidos nucleicos
aislados, vectores, y/o sistemas vectores descritos en la presente memoria) en
condiciones tales que la célula anfitriona exprese la proteina de unién; y b) aislar la
proteina de union de la célula anfitriona. Los métodos de cultivo de las células anfitrionas
bajo condiciones en las que se expresa una proteina son bien conocidos por un experto
normal en la técnica. Los métodos para aislar proteinas de células anfitrionas cultivadas
son bien conocidos por un experto normal en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
cromatografia de afinidad (p.ej., cromatografia de afinidad de dos etapas que comprende
cromatografia de afinidad con proteina A seguida de cromatografia de exclusion por
tamafios).

En algunas modalidades, una proteina de union de la presente descripcion es
purificada mediante cromatografia de afinidad con proteina A, kappa cadena ligera
cromatografia de afinidad (p.ej., utilizando una resina KappaSelect de acuerdo con las

instrucciones del fabricante; GE Healthcare), y opcionalmente cromatografia de afinidad
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de cadena ligera lambda (p.ej., utilizando una resina LambdaFabSelect de acuerdo con
las instrucciones del fabricante; GE Healthcare). En algunas modalidades, una proteina
de unién de la presente descripcion es purificada mediante cromatografia de afinidad con
Proteina A, cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (p.€j., utilizando una resina
LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare), y
opcionalmente cromatografia de afinidad de cadena ligera kappa (p.ej., utilizando una
resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare). En
algunas modalidades, la proteina de unién comprende dos regiones Fc, comprendiendo
cada una un dominio Cus, ¥ Unicamente uno de los dominios Cns comprende sustituciones
de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 435 y 436 de IgGl o
IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos
son H435R y Y436F. En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente
descripcion es purificada mediante cromatografia de afinidad con proteina A, a
continuacién cromatografia de afinidad de cadena ligera kappa (p.€j., utilizando una resina
KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare), a
continuacién opcionalmente cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (p.ej.,
utilizando una resina LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante;
GE Healthcare) en orden. En algunas modalidades, una proteina de union de la presente
descripcion es purificada mediante cromatografia de afinidad con Proteina A, a
continuacién cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (p.ej., utilizando una
resina LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare),
a continuacién opcionalmente cromatografia de afinidad de cadena ligera kappa (p.egj.,
utilizando una resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE
Healthcare) en orden. Por ejemplo, en algunas modalidades, la proteina de union se pone

en contacto con Proteina A, se eluye de la Proteina A en condiciones adecuadas para
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aislar la proteina de union de las proteinas de unién que comprenden 0 0 2 dominios Cus
que comprenden las sustituciones de aminoacidos H435R y Y436F, se pone en contacto
con un medio de afinidad de cadena ligera kappa (p.ej., como se utiliza en la resina
KappaSelect; GE Healthcare), y se eluye del medio de afinidad de cadena ligera kappa en
condiciones adecuadas para aislar la proteina de unién de las proteinas de union que
comprenden Unicamente dominios C. lambda (p.ej., de acuerdo con las instrucciones del
fabricante). Las condiciones adecuadas para la elucion de la Proteina A son conocidos en
la técnica, incluyendo sin limitacion un gradiente de elucidon escalonado de pH 4,5-2,8. En
algunas modalidades, se emplean Proteina A o una variante de Proteina A Util para la
purificacion de proteinas. En algunas modalidades, la Proteina A se ancla a un sustrato o
resina, p.ej., como parte de un medio de cromatografia. En algunas modalidades,
después de elucion del medio de afinidad de cadena ligera kappa, la proteina de union se
pone en contacto con un medio de afinidad de cadena ligera lambda (p.ej., como se utiliza
en la resina LambdaFabSelect; GE Healthcare), y se eluye del medio de afinidad de
cadena ligera lambda en condiciones adecuadas para aislar la proteina de unién de las
proteinas de unién que comprenden Unicamente dominios C. kappa (p.ej., de acuerdo con
las instrucciones del fabricante). En algunas modalidades, una proteina de unién de la
presente descripcion se detecta utilizando cromatografia HIC. En algunas modalidades, la
proteina de uniébn comprende: una primera cadena polipeptidica que comprende un
dominio C. lambda; un dominio Cys de una segunda cadena polipeptidica que comprende
sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 354 y 366
de 1gG1 o IgG4 humanas de acuerdo con el indice UE, en donde las sustituciones de
aminoacidos son S354C y T366W; un dominio Cys de una tercera cadena polipeptidica
gue comprende sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las

posiciones 349, 366, 368, 407, 435, y 436 de IgG1l o IgG4 humanas de acuerdo con el
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indice UE, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V,
H435R, y Y436F; y una cuarta cadena polipeptidica que comprende un dominio kappa C..
En algunas modalidades, la proteina de unién es producida por una célula anfitriona. En
algunas modalidades, la proteina de union es purificada a partir de un medio de cultivo
celular o extracto de células anfitrionas. En algunas modalidades, las proteinas de unién
son secretadas por una célula anfitriona o producidas y extraidas de una célula anfitriona
(p.€j., antes de ponerse en contacto con Proteina A). En algunas modalidades, la proteina
de unién estd en un medio de cultivo celular o extracto de células anfitrionas cuando se
pone en contacto con Proteina A. En algunas modalidades, la proteina de union se
purifica de otras proteinas de union, polipéptidos, y/u otros componentes celulares.

[ll. Proteinas de unién triespecificas

En algunas modalidades, la proteina de uniéon de la descripcibn es una

proteina de unién triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas
que forman tres sitios de unién a antigeno que se unen a una o mas (p.ej., tres) dianas
antigénicas o proteinas diana diferentes. En algunas modalidades, una primera cadena
polipeptidica comprende una estructura representada por la féormula:

Viz-L1-Vii-Lo-Co (1]

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:

VH1-L3-Vho-Ls-Chi-bisagra-Chza-Chz - [II]

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
férmula:

Vhs-Cha-bisagra-Crz-Cus [

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la

férmulaVs-C. [IV]
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en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V12 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vuz €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobuling;

Cu2 es un dominio constante de cadena pesada Cy, de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Cns de inmunoglobuling;

bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cu1 Y Crz; Y

L1, Lo, L3 y L4 sONn conectores aminoacidicos;

en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un
par de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, la
primera cadena polipeptidica y la segunda cadena polipeptidica tienen una orientacion de
entrecruzamiento que forma dos sitios de unién a antigeno distintos. Como se ha descrito
anteriormente, la segunda y tercera cadenas polipeptidicas incluyen una region Fc (p.gj.,
que comprende los dominios bisagra-Cu.-Chs). En algunas modalidades, una o ambas
regiones Fc son regiones Fc de 1gG4 humana que comprenden sustituciones de
amino&cidos en posiciones que corresponden a las posiciones 233-236 de IgG4 humana
de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de aminoéacidos
son E233P, F234V, L235A, y una delecion en 236. En algunas modalidades, las regiones

Fc son regiones Fc de IgG4 humana que comprenden mutaciones de aminoacidos en
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sustituciones correspondientes a las posiciones 228, 233-236, y/o 409 de 1gG4 humana
de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las mutaciones de aminoacidos
son S228P; E233P, F234V, L235A, y una delecion en 236; y/o R409K. En algunas
modalidades, una o ambas regiones Fc son regiones Fc de IgGl humana que
comprenden una 0 mas sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a
las posiciones 234, 235, y/o 329 de IgG1l humana de acuerdo con el indice UE. En
algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A, y/o P329A. En
algunas modalidades, las regiones Fc son regiones Fc de IgG1 humana que comprenden
sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las posiciones 298, 299,
y/o 300 de 1gG1 humana de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las
sustituciones de amino&cidos son S298N, T299A, y/o Y300S.

En algunas modalidades, la proteina de uniéon de la descripcibn es una
proteina de unién triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas
que forman tres sitios de unién a antigeno que se unen a una o mas (p.ej., tres) dianas
antigénicas o proteinas diana diferentes. En algunas modalidades, al menos uno de los
sitios de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 (p.ej., el dominio extracelular de
polipéptidos CD38 humanos y/o de mono cinomolgo). En algunas modalidades, una
primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:

Viz-Li-Via-Lo-Co [

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la férmula:

Vhi1-L3-Vh2-L4-Chs [

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Via-Cri 1]



10

15

20

25

180

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Viz-Co [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V12 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 e€s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vuz €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3y Ls sSON conectores aminoacidicos;

y en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de formula Il forman un par
de entrecruzamiento de cadena pesada-cadena ligera. En algunas modalidades, la
segunda y la tercera cadena polipeptidicas comprenden adicionalmente una region Fc
conectada a Cn1, comprendiendo las regiones Fc una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cuh2 y Chs. En algunas
modalidades, una o ambas regiones Fc son regiones Fc de IgG4 humana que
comprenden sustituciones de aminoacidos en posiciones que corresponden a las
posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice UE. En algunas
modalidades, las sustituciones de aminoacidos son E233P, F234V, L235A, y una delecién
en 236. En algunas modalidades, las regiones Fc son regiones Fc de IgG4 humana que
comprenden mutaciones de amino&cidos en sustituciones correspondientes a las

posiciones 228, 233-236, y/o 409 de 1gG4 humana de acuerdo con el indice UE. En
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algunas modalidades, las mutaciones de aminoacidos son S228P; E233P, F234V, L235A,
y una delecion en 236; y/o R409K. En algunas modalidades, una o ambas regiones Fc
son regiones Fc de IgGl humana que comprenden una 0 mas sustituciones de
aminoacidos en posiciones gue corresponden a las posiciones 234, 235, y/o 329 de IgG1
humana de acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de
aminodcidos son L234A, L235A, y/o P329A. En algunas modalidades, las regiones Fc son
regiones Fc de IgGl humana que comprenden sustituciones de aminoacidos en
posiciones que corresponden a las posiciones 298, 299, y/o 300 de IgGl humana de
acuerdo con el indice UE. En algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son
S298N, T299A, y/o Y300S.

En algunas modalidades, Vu1 y Vi1 forman un par de unién y forman un primer
sitio de unién a antigeno. En algunas modalidades, V12 y Vi2 forman un par de union vy
forman un segundo sitio de unién a antigeno. En algunas modalidades, Vus y Vi3 forman
un par de unién y forman un tercer sitio de unién a antigeno. Las proteinas de unién
también se pueden utilizar para la activacion celular, el direccionamiento tumoral, la
neutralizacion de actividades de citocina, la neutralizacion de infeccion viral, la
combinacién de multiples eventos de sefializacion, para tratar cancer, artritis, y/o
trastornos inflamatorios. Por ejemplo, en algunas modalidades, una proteina de union
especificamente se une a una, dos, o tres dianas antigénicas seleccionadas entre A2AR,
APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también
conocido como VTCN1), B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2 (también
conocido como MCP-1), CCL3 (también conocido como MIP-1a), CCL4 (también conocido
como MIP-1b), CCL5 (también conocido como RANTES), CCL7 (también conocido como
MCP-3), CCL8 (también conocido como mcp-2), CCL11 (también conocido como

eotaxina), CCL15 (también conocido como MIP-1d), CCL17 (también conocido como
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TARC), CCL19 (también conocido como MIP-3b), CCL20 (también conocido como MIP-
3a), CCL21 (también conocido como MIP-2), CCL24 (también conocido como MPIF-
2/eotaxina-2), CCL25 (también conocido como TECK), CCL26 (también conocido como
eotaxina-3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23 (también conocido como FCER2, un
receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80 (también
conocido como B7-1), CD86 (también conocido como B7-2), CD122, CD137 (también
conocido como 41BB), CD137L, CD152 (también conocido como CTLA4), CD154
(también conocido como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también conocido como
PDL2), CD274 (también conocido como PDL1), CD275 (también conocido como B7H2),
CD276 (también conocido como B7H3), CD278 (también conocido como ICOS), CD279
(también conocido como PD-1), CDH1 (también conocido como E-cadherina), quitinasa,
CLECY9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocido como M-CSF), CSF-2 (también
conocido como GM-CSF), CSF-3 (también conocido como GCSF), CX3CL1 (también
conocido como SCYD1), CXCL12 (también conocido como SDF1), CXCL13, CXCR3,
DNGR-1, ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1,
FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG,
IDO, IFNaq, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6,
IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb
(también conocido como un receptor para IL25), 1L18, 1L22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35,
ITGB4 (también conocido como integrina b4), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2,
MHC clase I, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, 0OX40, OX40L, PD-1H, receptor
plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocido como un
receptor para IL33), STEAP2, quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también conocido

como un co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM, y
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XCR1 (también conocido como GPR5/CCXCR1). En algunas modalidades, una o mas de
las dianas antigénicas anteriores son dianas antigénicas humanas.

En algunas modalidades, uno de los tres sitios de union a antigeno se une a un
polipéptido CD3 (p.ej., un polipéptido CD3 humano), uno de los tres sitios de unién a
antigeno se une a un polipéptido CD28 (p.€j., un polipéptido CD28 humano), y uno de los
tres sitios de unién a antigeno se une a un tercer polipéptido. En algunas modalidades, el
sitio de union a antigeno gque se une especificamente a una diana antigénica distinta de
CD3 o CD28 se une a una diana antigénica seleccionada entre A2AR, APRIL, ATPDasa,
BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también conocido como
VTCN1), B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-4, C3, C5, CCL2 (también conocido como MCP-
1), CCL3 (también conocido como MIP-1a), CCL4 (también conocido como MIP-1b),
CCL5 (también conocido como RANTES), CCL7 (también conocido como MCP-3), CCL8
(también conocido como mcp-2), CCL11 (también conocido como eotaxina), CCL15
(también conocido como MIP-1d), CCL17 (también conocido como TARC), CCL19
(también conocido como MIP-3b), CCL20 (también conocido como MIP-3a), CCL21
(también conocido como MIP-2), CCL24 (también conocido como MPIF-2/eotaxina-2),
CCL25 (también conocido como TECK), CCL26 (también conocido como eotaxina-3),
CCR3, CCR4, CD19, CD20, CD23 (también conocido como FCER2, un receptor para
IgE), CD24, CD27, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80 (también conocido como B7-1),
CD86 (también conocido como B7-2), CD122, CD137 (también conocido como 41BB),
CD137L, CD152 (también conocido como CTLA4), CD154 (también conocido como
CD40L), CD160, CD272, CD273 (también conocido como PDL2), CD274 (también
conocido como PDL1), CD275 (también conocido como B7H2), CD276 (también conocido
como B7H3), CD278 (también conocido como ICOS), CD279 (también conocido como

PD-1), CDH1 (también conocido como E-cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2,
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CSF-1 (también conocido como M-CSF), CSF-2 (también conocido como GM-CSF), CSF-
3 (también conocido como GCSF), CX3CL1 (también conocido como SCYD1), CXCL12
(también conocido como SDF1), CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleésido trifosfato
difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR,
GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R,
IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9,
IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb (también conocido
como un receptor para IL25), IL18, IL22, I1L23, IL25, 1L27, IL33, IL35, ITGB4 (también
conocido como integrina b4), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase I,
NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, PROM1,
S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocido como un receptor para 1L33),
STEAP2, quinasa Syk, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9,
TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también conocido como un co-receptor
para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM, y XCR1 (también conocido
como GPR5/CCXCR1). En algunas modalidades, una o mas de las dianas antigénicas
anteriores son dianas antigénicas humanas.

En cualquiera de las proteinas de unién triespecificas descritas mas arriba, se
puede utilizar cualquier conector o combinacion de conectores descritos en la presente
memoria. Por ejemplo, en algunas modalidades, al menos uno de Li, Lz, Ls 0 Ly tiene
independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, Li, Lz, Lz o La
tienen independientemente 0 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, L1, Lo, Ls
y L4 tienen cada uno independientemente 0 aminoacidos de longitud o comprenden una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP

(SEQ ID NO: 58), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, L1, Lo, L3
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y La comprenden cada uno independientemente una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas modalidades, L1 comprende la secuencia
GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), L, comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 57), Ls
comprende la secuencia S, y L« comprende la secuencia RT. En algunas modalidades, L
comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), L, comprende la secuencia
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud, y L4 tiene O
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, Li comprende la secuencia
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L, comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO: 59), Ls tiene 0 aminoé&cidos de longitud, y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud. En
algunas modalidades, L; comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:
56), L, tiene 0O aminoacidos de longitud, Ls comprende la secuencia
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud.
IV. Usos de las proteinas de unién

Las proteinas de unién se pueden emplear en cualquier método de ensayo
conocido, tales como ensayos de uniébn competitiva, ensayos sandwich directos e
indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacion para la deteccion y cuantificacion de uno o
mas antigenos diana. Las proteinas de unién se uniran a uno o0 mas antigenos diana con
una afinidad que sea apropiada para el método de ensayo que se esté empleando.

Para las aplicaciones de diagnostico, en ciertas modalidades, las proteinas d
union se pueden marcar con un radical detectable. El radical detectable puede ser
cualquiera que sea capaz de producir, directa o indirectamente, una sefial detectable. Por
ejemplo, el radical detectable puede ser un radioisétopo, tal como °H, #C, 2P, %S, 12|,

%Tc, N, 0 ¥’Ga; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato
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de fluoresceina, rodamina, o luciferina; o una enzima, tal como fosfatasa alcalina, B-
galactosidasa, o peroxidasa de rdbano picante.

Las proteinas de unidn también son Utiles para la obtencion de imagenes in
vivo. Se puede administrar una proteina de unién marcada con un radical detectable a un
animal, preferiblemente en el torrente sanguineo, y someter a ensayo la presencia y
localizacién del anticuerpo marcado en el anfitrion. La proteina de unién se puede marcar
con cualquier radical que sea detectable en un animal, ya sea mediante resonancia
magnética nuclear, radiologia, u otro método de deteccion conocido en la técnica.

Para aplicaciones clinicas o de investigacion, en ciertas modalidades, las
proteinas de unién se pueden conjugar con un agente citotoxico. Se ha utilizado una
variedad de anticuerpos acoplados a agentes citotoxicos (es decir, productos conjugados
de anticuerpo-farmaco) para dirigir cargas citotoxicas a células tumorales especificas. Los
agentes citotoxicos y conectores que conjugan los agentes con un anticuerpo son
conocidos en la técnica; véanse, p.ej., Parslow, A.C. et al. (2016) Biomedicines 4:14 y
Kalim, M. et al. (2017) Drug Des. Devel. Ther. 11:2265-2276.

La descripcién también se refiere a un kit que comprende una proteina de
unién y otros reactivos Utiles para detectar niveles de antigenos diana en muestras
biol6gicas. Tales reactivos pueden incluir una marca detectable, suero de bloqueo,
muestras de control positivo y negativo, y reactivos de deteccion. En algunas
modalidades, el kit comprende una composicion que comprende cualquier proteina de
union, polinucledtido, vector, sistema vector, y/o célula anfitriona descritos en la presente
memoria. En algunas modalidades, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto en o asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen por
ejemplo, botellas, viales, jeringas, bolsas de solucién IV, etc. Los recipientes pueden estar

formados por una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente
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contiene una composicion que es, por si misma o combinada con otra composicioén, eficaz
para tratar, prevenir y/o diagnosticar una afeccién y puede tener un puerto de acceso
estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial
que tenga un tapon perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica). En algunas
modalidades, la etiqueta o prospecto indican que la composicidén se utiliza para prevenir,
diagnosticar, y/o tratar la afeccion seleccionada. Alternativamente, o adicionalmente, el
articulo de manufactura o kit puede comprender adicionalmente un segundo (o tercer)
recipiente que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica para inyectables (ABPI), solucion salina tamponada con fosfato, solucién
de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir adicionalmente otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, aguas, y jeringas.

En algunas modalidades, una proteina de unién de la presente descripcién se
administra a un paciente que lo necesita para el tratamiento o la prevencién del cancer.
En algunas modalidades, la presente descripcion se refiere a un método para prevenir y/o
tratar una enfermedad o trastorno proliferativos (p.ej., cancer). En algunas modalidades, el
método comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos una de las proteinas de union, o composiciones farmacéuticas relacionadas con
ellas, descritas en la presente memoria. En algunas modalidades, la presente descripcion
se refiere a los usos de al menos una de las proteinas de unién, o composiciones
farmacéuticas relacionadas con ellas, descritas en la presente memoria para prevenir y/o
tratar una enfermedad o trastorno proliferativos (p.ej., cancer) en un paciente que lo
necesite. En algunas modalidades, la presente descripcion se refiere a al menos una de
las proteinas de unién, o composiciones farmacéuticas relacionadas con ellas, descritas

en la presente memoria para su uso en la fabricacion de un medicamento para prevenir
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y/o tratar una enfermedad o trastorno proliferativos (p.ej., cAncer) en un paciente que lo
necesite. En algunas modalidades, el paciente es un ser humano. En algunas
modalidades, la proteina de union comprende un sitio de union a antigeno que se une a
una proteina de la superficie de las células T y otro sitio de unién a antigeno que se une al
dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano, p.ej., como se describe en la
seccion Il mas arriba. En algunas modalidades, la proteina de unién comprende un sitio
de unién a antigeno que se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano,
un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD28 humano, y un sitio de
unién a antigeno que se une a un polipéptido CD3 humano.

En algunas modalidades, las células de cancer expresan un polipéptido de
isoforma A de CD38 humano sobre su superficie celular (p.ej., que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1). En algunas modalidades, las células de
cancer expresan un polipéptido de isoforma E de CD38 humano sobre su superficie
celular (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105). En
algunas modalidades, el paciente se selecciona para el tratamiento basandose en que las
células de cancer expresan el polipéptido de isoforma E de CD38 humano sobre su
superficie celular (p.ej., que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
105). En algunas modalidades, las células cancerosas expresan CD38 y CD28. En
algunas modalidades, las células cancerosas expresan CD38 y no expresan CD28.

En algunas modalidades, el cancer es mieloma mdltiple, leucemia linfoblastica
aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide aguda, linfoma, cancer de mama tal
como cancer de mama Her2+, cancer de prostata, linfoma de células B del centro
germinal o leucemia linfoblastica aguda de células B. En ciertas modalidades, el cancer es

mieloma multiple. En ciertas modalidades, el cancer es leucemia mieloide aguda (AML),
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leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), o un linfoma de
células B.

En ciertas modalidades, el cancer es mieloma multiple. Los anticuerpos anti-
CD38 se han sometido a prueba para el tratamiento del mieloma mudltiple, tal como
daratumumab e isatuximab. Sin embargo, si bien el mieloma mdultiple se considera
tratable, la recidiva es inevitable en casi todos los pacientes, conduciendo al desarrollo de
una enfermedad refractaria al tratamiento. En algunas modalidades, el cancer es mieloma
multiple con recidiva o refractario. En algunas modalidades, el paciente se ha tratado con
u tratamiento para mieloma multiple anterior. En algunas modalidades, se administra una
proteina de unién de la presente descripcion al paciente como tratamiento de 12, 2% o 32
linea para el mieloma multiple. Sin desear estar limitado por la teoria, se piensa que una
proteina de unién anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 de la presente descripcion puede ser
atil en el tratamiento del mieloma mudltiple, p.ej., reclutando células T hacia las células
tumorales a través de anti-CD38 (o anti-CD28/anti-CD38), activacion de células T
acopladas a través de anti-CD3/anti-CD28, y/o destruyendo células tumorales por medio
de mecanismos basados en perforina/granzima. Se ha hecho referencia a CD28 como un
nuevo marcador de cancer para el mieloma mdltiple. Véase Nair, J.R. et al. (2011) J.
Immunol. 187:1243-1253.

En algunas modalidades, la al menos una proteina de unién se administra (o
se debe administrar) combinada con una 0 mas terapias anti-cancerosas (p.ej., cualquier
terapia anti-cancerosa conocida en la técnica, tal como un agente o0 una terapia
guimioterapéuticos). En algunas modalidades, la al menos una proteina de unién se
administra (o se debe administrar) antes de las una 0 mas terapia anti-cancerosas. En
algunas modalidades, la al menos una proteina de union se administra (0 se debe

administrar) concurrentemente con las una o mas terapias anti-cancerosas. En algunas
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modalidades, la al menos una proteina de unidon se administra (0 se debe administrar)
después de las una o mas terapias anti-retrovirales.

V. Composiciones terapéuticas de proteinas de union y administracion de las
mismas

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas gue comprenden proteinas de
union estan dentro del alcance de la descripcion. Tales composiciones terapéuticas o
farmacéuticas pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina
de union, o un producto conjugado de proteina de unién-fArmaco, mezclada con un
agente de formulacion farmacéuticamente o fisiol6gicamente aceptable seleccionado por
su idoneidad para el modo de administracion.

Los materiales de formulacion aceptables son preferiblemente no téxicos para
los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas.

La composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacién para
modificar, mantener, o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolalidad, la viscosidad, la
claridad, el color, el caracter isoténico, el olor, la estabilidad, la velocidad de disolucién o
liberacion, la adsorcién, o la penetracion de la composicion. Los materiales de formulacion
adecuados incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos (tales como glicina, glutamina,
asparragina, arginina, o lisina), antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido sérbico,
sulfito de sodio, o hidrogenosulfito de sodio), tampones (tales como borato, bicarbonato,
Tris-HCI, citratos, fosfatos, u otros acidos organicos), agentes voluminizantes (tales como
manitol o glicina), agentes quelantes (tales como &cido etilendiamino tetraacético
(EDTA)), agentes complejantes (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina,
o hidroxipropil-beta-ciclodextrina), cargas, monosacaridos, disacaridos, y otros
carbohidratos (tales como glucosa, manosa, o dextrinas), proteinas (tales como albimina

de suero, gelatina, o inmunoglobulinas), agentes colorantes, aromatizantes y diluyentes,
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agentes emulsionantes, polimeros hidrdéfilos (tales como polivinilpirrolidona), polipéptidos
de bajo peso molecular, contraiones formadores de sales (tales como sodio),
conservantes (tales como cloruro de benzalconio, &cido benzoico, &cido salicilico,
timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, &cido sérbico, o
peréxido de hidrogeno), disolventes (tales como glicerina, propilenglicol, o polietilenglicol),
alcoholes de azucares (tales como manitol o sorbitol), agentes de suspension,
tensioactivos o agentes humectantes (tales como Pluronics; PEG; ésteres de sorbitan;
polisorbatos tales como Polisorbato 20 o Polisorbato 80; Triton; trometamina; lecitina;
colesterol o tiloxapal), agentes potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o
sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metales alcalinos —
preferiblemente cloruro de sodio o potasio — o manitol sorbitol), vehiculos de suministro,
diluyentes, excipientes y/o coadyuvantes farmacéuticos (véase, p.ej., Remington's
Pharmaceutical Sciences (182 Ed., A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990), y
ediciones posteriores del mismo, incorporadas a la presente memoria como referencia
para cualquier fin).

La composicion farmacéutica 6ptima sera determinada por el experto en la
técnica dependiendo, por ejemplo, de la ruta de administracién pretendida, el formato de
suministro, y la dosificacion deseada. Tales composiciones pueden incluir en el estado
fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacidn in vivo, y la velocidad de aclaramiento in
vivo de la proteina de unién.

El vehiculo o portador primario en una composicion farmacéutica puede ser de
naturaleza acuosa 0 no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado para
inyectables puede ser agua, solucion salina fisiolégica, o liquido cefalorraquideo artificial,
posiblemente con un suplemento de otros materiales comunes en composiciones para la

administracion parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucion salina
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mezclada con albumina de suero son vehiculos ilustrativos adicionales. Otras
composiciones farmacéuticas ilustrativas comprenden tampén Tris con un pH de
aproximadamente 7,0-8,5, o tampon acetato con un pH de aproximadamente 4,0-5,5, que
puede incluir adicionalmente sorbitol o un sustituto adecuado. En una modalidad de la
descripcion, las composiciones de proteinas de unién se pueden preparar para el
almacenamiento mezclando la composicion seleccionada que tiene un grado de pureza
deseado con agentes de formulacion opcionales en forma de una torta liofilizada o una
solucién acuosa. Adicionalmente, la proteina de unién se puede formular como un
producto liofilizado utilizando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la descripcién se pueden seleccionar
para suministro parenteral o subcutaneo. Alternativamente, las composiciones se pueden
seleccionar para inhalacion o para suministro a través del tracto digestivo, por ejemplo,
oralmente. La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta
dentro del conocimiento practico de la técnica.

Los componentes de la formulacién estan presentes a concentraciones que
son aceptables para el sitio de administracion. Por ejemplo, se utilizan tampones para
mantener la composicion a un pH fisiolégico o a un pH ligeramente inferior, tipicamente
dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones
terapéuticas para su uso pueden estar en forma de una solucién acuosa, parenteralmente
aceptable, libre de pirégenos que comprende la proteina de unién deseada en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente adecuado para la inyeccion
parenteral es agua destilada estéril en la que se formula una proteina de unién como una
solucion isotonica estéril, apropiadamente conservada. Otra preparacibn mas puede

implicar la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
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inyectables, particulas bio-erosionables, compuestos poliméricos (tales como poli(acido
lactico) o poli(acido glicélico)), esferas, o liposomas, que proporcionan una liberacion
controlada o sostenida del producto que puede ser suministrado a continuacion través de
una inyeccion de depédsito. También se puede utilizar acido hialurénico, y este puede
tener el efecto de promover una duracién sostenida en la circulacion. Otros métodos
adecuados para la introduccion de la molécula deseada incluyen los dispositivos de
suministro de farmacos implantables.

En una modalidad, se puede formular una composiciéon farmacéutica para
inhalacién. Por ejemplo, se puede formular una proteina de unién en forma de un polvo
seco para inhalacion. Las soluciones para inhalacion de proteinas de unién también se
pueden formular con un propelente para suministro en aerosol. En otra modalidad mas,
las soluciones se pueden nebulizar.

También se contempla que ciertas formulaciones puedan ser administradas
oralmente. En una modalidad de la descripcion, las proteinas de unién que se administra
de esta manera se pueden formular con o sin aquellos portadores cominmente utilizados
en la composiciéon de formas de dosificacion solidas tales como comprimidos y capsulas.
Por ejemplo, se puede disefiar una capsula para liberar la porcién activa de la formulacién
en el punto del tracto gastrointestinal en el que se maximiza la biodisponibilidad y se
minimiza la degradacion pre-sistémica. Se pueden incluir agentes adicionales para facilitar
la absorcion de la proteina de unién. También se pueden emplear diluyentes,
aromatizantes, ceras de bajo punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes, agentes de
suspension, agentes disgregantes de comprimidos, y aglutinantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de
proteinas de union en una mezcla con excipientes no toxicos que son adecuados para la

fabricacion de comprimidos. Disolviendo los comprimidos en agua estéril, u otro vehiculo
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apropiado, se pueden preparar soluciones en formas de dosificacion unitarias. Los
excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como
carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o
agentes aglutinantes, tales como almiddn, gelatina, o acacia; o agentes lubricantes tales
como estearato de magnesio, acido estearico, o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales de la descripcion seran
evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo formulaciones que implican
proteinas de union en formulaciones de suministro sostenido o controlado. Los
mecanismos para formular una variedad de métodos de suministro sostenido o controlado
diferentes, tales como portadores de liposomas, micro-particulas bio-erosionables o
esferas porosas e inyecciones de depdsito, también son conocidas para los expertos en la
técnica. Otros ejemplos de preparaciones de liberacidon sostenida incluyen matrices
poliméricas semipermeables en forma de articulos conformados, p.ej., peliculas, o
microcdpsulas. Las matrices de liberacion sostenida pueden incluir poliésteres,
hidrogeles, polilactidas, copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de gamma etilo,
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), etil vinil acetato, o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico. Las
composiciones de liberacién sostenida también pueden incluir liposomas, que se pueden
preparar mediante cualquiera de los diversos métodos conocidos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas que se van a utilizar para la administracion
in vivo deben ser tipicamente estériles. Esto se puede lograr mediante filtracién a través
de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicion se liofiliza, la esterilizacion
utilizando este método se puede llevar a cabo antes, o después, de la liofilizacion y
reconstitucion. La composicién para la administracion parenteral se puede almacenar en
forma liofilizada o en wuna solucion. Ademdas, las composiciones parenterales

generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por
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ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable por
una aguja de inyeccion hipodérmica.

Una vez que la composicion farmacéutica se ha formulado, se puede
almacenar en viales estériles en forma de una solucién, suspension, gel, emulsion, soélido,
o en forma de un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se pueden
almacenar en una forma lista para su uso o en una forma (p.ej., liofilizada) que requiera
reconstitucion antes de su administracion.

La descripcién también abarca kits para producir una unidad de administracion
de una sola dosis. Los kits pueden contener cada uno tanto un primer recipiente que tiene
una proteina seca como un segundo recipiente que tiene una formulaciéon acuosa.
También se incluyen dentro del alcance de esta descripcion kits que contienen jeringas
pre-cargadas con una o multiples camaras (p.€j., jeringas liquidas y liojeringas).

La cantidad eficaz de una composicion farmacéutica de proteina de union que
se va a emplear terapéuticamente dependera, por ejemplo, del contexto terapéutico y de
los objetivos. Un experto en la técnica apreciard que los niveles de dosificacion
apropiados para el tratamiento variaran por lo tanto dependiendo, en parte, de la molécula
suministrada, la indicacién para la cual se esta utilizando la proteina de unién, la ruta de
administracion, y el tamafio (peso corporal, superficie corporal, o tamafio del 6rgano) y el
estado (la edad y el estado de salud general) del paciente. Por consiguiente, el médico
clinico puede titular la dosificacion y modificar la ruta de administracion para obtener el
efecto terapéutico 6ptimo.

La frecuencia de dosificacion dependerd de los pardmetros farmacocinéticos
de la proteina de unién en la formulacién que se esté utilizando. Tipicamente, un médico
clinico administrara la composicion hasta alcanzar una dosificacion que logre el efecto

deseado. La composicién se puede administrar por lo tanto en forma de una sola dosis,
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en forma de dos o mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la
molécula deseada) a lo largo del tiempo, o en forma de una infusién continua por medio
de un dispositivo de implantacion o catéter. El ajuste adicional de la dosificacién
apropiada lo llevan a cabo rutinariamente los expertos en la técnica y estd dentro del
ambito de las tareas realizadas rutinariamente por los mismos. Las dosificaciones
apropiadas se pueden averiguar a traves del uso de datos de dosis-respuesta apropiados.

La ruta de administracién de la composicion farmacéutica concuerda con
métodos conocidos, p.ej., oralmente; por medio de inyeccién por las rutas intravenosa,
intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscular,
intraocular, intraarterial, intraportal, o intralesional; mediante sistemas de liberacién
sostenida; o mediante dispositivos de implantacién. Cuando se desea, las composiciones
se pueden administrar mediante inyeccién en bolo o continuamente mediante infusion, o
mediante un dispositivo de implantacion.

La composicion también se puede administrar localmente a través de
implantacién de una membrana, esponja, u otro material apropiado sobre el cual se ha
adsorbido o encapsulado la molécula deseada. Cuando se utiliza un dispositivo de
implantacién, el dispositivo se puede implantar en cualquier tejido u érgano adecuado, y el
suministro de la molécula deseada puede ser por medio de difusién, bolo de liberacién
retardada, o administracion continua.

EJEMPLOS

Los siguientes Ejemplos son ilustrativos de modalidades especificas de la
descripcion, y los diversos usos de las mismas. Se exponen con fines meramente
explicativos, y no se deben considerar limitantes del alcance de la invencién en modo

alguno.
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La siguiente terminologia se puede utilizar indistintamente en los Ejemplos y en
los Dibujos en la presente memoria, para hacer referencia a dominios de unién a antigeno
0 anticuerpos anti-CD38:

antiCD38_C2-CD38-1: mAbl

antiCD38_C2-CD38-1_Vhi-VL1 0 CD38vn1: mAb2

antiCD38_C2-CD38-1_Vhs3-VL3: mAb3

antiCD38_C2-CD38-1_VH5-VL3: mAb4

antiCD38_C2-CD38-1_VH6-VL3: mAb5

antiCD38_1370 o CD38wyv1370: MAb6

antiCD38_SB19 o isatuximab: mAb7.

Ejemplo 1: Generacion y caracterizacion de anticuerpos anti-CD38

monoclonales

Los siguientes Ejemplos describen la generacion y caracterizacion de
anticuerpos anti-CD38 monoclonales. Ventajosamente, los anticuerpos proporcionados en
la presente memoria reaccionan de manera cruzada con las proteinas CD38 de ser
humano y de mono, proporcionando de ese modo moléculas que se pueden utilizar para
estudios tanto de seguridad como clinicos. Estos anticuerpos también son capaces de
destruir las células CD38+ por apoptosis y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC).

Este Ejemplo describe un diagrama de flujo eficaz para la generacion de
anticuerpos especificos de CD38 y anticuerpos monoclonales que presentan reaccion
cruzada de células B murinas individuales.

Materiales y métodos

Generacion de anticuerpos monoclonales
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Los anticuerpos para CD38 humana se generaron utilizando el dominio
extracelular de CD38 humana R45-1300 (SEQ ID NO: 1). Véase Q. Liu, I. Krilksunov, R.
Graeff, C. Munshi, H.C. Lee, y Q. Hao 2005 Structure 13:: 1331-1339. El inmundgeno se
administré directamente, con un coadyuvante para estimular la respuesta inmunitaria, a
ratones BalbC normales o a Trianni Mice™ transgénicos (Trianni, San Francisco, CA) que
comprendian ADN que codificaba las regiones variables de la cadena pesada y la cadena
ligera kappa de inmunoglobulina humana.

Se utilizaron varias proteinas CD38 recombinantes derivadas de la isoforma A
con diferentes etiquetas y mutaciones puntuales (SEQ ID NO: 2, 3, 4, y 28), y una versién
etiquetada de la isoforma E de CD38 (SEQ ID NO: 105) que abarcaba el dominio
extracelular CD38 de R45-P203. Las proteinas se produjeron mediante expresion
transitoria en células de mamifero. Las secuencias de ADN codificante se clonaron en
plasmidos de expresién de mamifero bajo el potenciador/promotor de CMV vy las sefales
poliA de SV40. Las células HEK293 (Invitrogen; niam. K9000-10) se transfectaron de
manera transitoria con los plasmidos de expresion utilizando FreeStyle™ MAX 293
Expression System de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Inmunizacion de ratones y seleccién de células B individuales

También se aislaron anticuerpos anti-CD38 directamente a partir de células B
positivas para el antigeno sin fusién con células de mieloma. Utilizando este método, se
obtuvieron varios anticuerpos anti-CD38, tales como mAbl (véanse SEQ ID NO: 5y 6
para las secuencias VH y VL, respectivamente, y SEQ ID NO: 7 y 8 para las secuencias
de la cadena pesada y la cadena ligera, respectivamente). Brevemente, los ratones
BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad (S082342; Charles River Labs, Bar Harbor, ME)
recibieron cada uno tres rondas de inmunizacién en el transcurso de 41 dias utilizando el

método clasico descrito por A. Wennerberg et al. (1993 Am. J. Pathol. 143:1050-1054). El
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antigeno se administrd intraperitonealmente en una localizacion ventral de los ratones.
Tres dias después de la Ultima inyeccion, los ratones se sacrificaron y se aislaron los
bazos de manera aséptica y se lavaron con medio RPMI de nueva aportacion. Los
linfocitos se retiraron de los bazos y la suspension de una sola célula se lavo dos veces
con medio RPMI antes de su clasificacion utilizando una estrategia de clasificacién de
cuatro colores que incluia un panel de anticuerpos fluorescentes y proteinas CD38
humanas y de mono duales y a continuacién se separaron utilizando la clasificacion
celular por citometria de flujo para aislar células B que producen IgG especificas de CD38
con reaccion cruzada humano/mono. Las células individuales se clasificaron directamente
en tubos de PCR para amplificar el par cognado de genes de VH y VL mediante RT-PCR
(T. Tiller, C. Busse y H. Wardemann 2009 J. Immunol. Methods 350:183-193). EI ADN
resultante se secuencio.

El ADN resultante se cloné en un vector de expresion de mamifero que
codificaba respectivamente la IgG1 humana o los dominios Ck humanos para la expresion
transitoria en células HEK293 utilizando FreeStyle™ MAX 293 Expression System de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los lotes se purificaron mediante
cromatografia de afinidad con proteina A (MabSelect, GE Heathcare). El producto eluido
se sometio a didlisis frente a PBS antes de la filtraciébn en condiciones estériles y el
almacenamiento a 4°C.

Generacion de anticuerpos mediante inmunizacién en ratones transgénicos para
inmunoglobulina humana y seleccién utilizando la tecnologia de hibridoma

Las inmunizaciones, la fusion y el escrutinio se realizaron utilizando células de
mieloma P3X63-Ag8.653 con el dominio extracelular de CD38 humana como describen
Kilpatrick et al. 1997 en Hybridoma 16: 381389. Utilizando el método RIMMS descrito por

Kilpatrick et al., los Trianni Mice™ transgénicos hembra de 6-8 semanas de edad que
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comprendian ADN que codificaba las regiones variables de la cadena pesada y ligera
kappa de inmunoglobulina humana recibieron cada uno cuatro rondas de inmunizacién en
el transcurso de 14 dias a intervalos de 3-4 dias. La proteina CD38 emulsionada en
coadyuvante de RIBI (Sigma nam. T2684) se administré6 subcutdneamente en seis sitios
préximos a los ganglios linfaticos de drenaje, a lo largo del dorso de los ratones y en seis
sitios yuxtapuestos a lo largo del abdomen. Cuatro dias después de la Ultima inyeccion,
los ratones se sacrificaron. Los ganglios linfaticos popliteo bilateral, inguinal superficial,
axilar y branquial se aislaron de manera aséptica y se lavaron con medio RPMI de nueva
aportacioén. Los linfocitos se recuperaron de los ganglios linfaticos y la suspensién de una
sola célula se lavo dos veces con medio RPMI antes de ser fusionados con células de
mieloma P3X63-AG8.653 utilizando polietilenglicol. Después de la fusion, la mezcla
celular se incub6 en una incubadora a 37° C durante 16-24 horas. La preparacién celular
resultante se transfiri6 a medio semi-solido selectivo y se cultivd en placa de manera
aséptica en placas de Petri de 100 mm y se incub6 a 37°C. Diez dias después del inicio
de la seleccién, las placas se examinaron para determinar el crecimiento del hibridoma, y
las colonias visibles se recogieron y se colocaron en placas de 96 pocillos que contenian
200 uyL de medio de crecimiento. Las placas de 96 pocillos se mantuvieron en una
incubadora a 37°C durante 2 a 4 dias. Utilizando esta técnica, y el inmundgeno descrito
mas arriba, se obtuvieron varios anticuerpos quiméricos anti-CD38 tales como mAb 6
(véanse SEQ ID NO: 9y 10 para las secuencias de VH y VL, respectivamente, y SEQ ID
NO: 11 y 12 para las secuencias de la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente. Las secuencias de VH y VL se recuperaron mediante RT-PCR y se
produjo mAb 6 mediante expresion transitoria como se ha descrito mas arriba.

Afinidad de unién a dominios extracelulares de CD38 solubles
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Las propiedades de union de los mab anti-huCD38 se evaluaron utilizando
BlAcore 2000 (BlAcore Inc., Uppsala, NJ). Brevemente, se acoplé un chip biosensor CM5
BlAcore al aparato y se activd con 250 pL de NHS/EDC 1:1 a la temperatura ambiente.
Una IgG1 anti-Fc humano de raton (GE Healthcare num. BR-1008-39) (13,5ug/mL en
tampén acetato 0,05 M, pH 5) se inmoviliz6 sobre los chips activados en las celdas de
flujo 1. La inmovilizacién se llevé a cabo a una velocidad de flujo de 5 pL/min. El chip se
bloque6 después por inyecciéon de 55 pyL de etanolamina-HCI, pH 8,5, seguido de cinco
lavados con NaOH 50 mM, NaCl 1M. Para medir la union de los mab anti-CD38 a la
proteina CD38 humana o a la proteina CD38 cino, se utilizaron los anticuerpos a 2 ug/mL
en tampdn de migracion de BlAcore (HBS-EP). Los antigenos (CD38 humana-etiqueta de
histidina (ID2) o CD38 cino-etiqueta de histidina (ID3)) se inyectaron a 3-1.000 nM. Una
vez completada la fase de inyeccién, se controlé la disociaciéon en tampon de migracion
de BlAcore a la misma velocidad de flujo durante 360 seg. La superficie se regeneré entre
las inyecciones utilizando 30 pL de NaOH 50 mM-NaCl 1 M. Los sensogramas
individuales se analizaron utilizando el soporte l6gico BlAsimulation.
Afinidad de unién a pre-células B que expresaban CD38 humana
La unién de anticuerpos anti-CD38 a CD38 expresada sobre la superficie de
células preB::300.19 murinas recombinantes se determind mediante citometria de flujo. La
linea celular recombinante fue descrita por J. Deckket et al. 2014 Clin. Cancer Res
20:4574-4583. Las células preB::300.19 murinas que expresaban CD38 se aplicaron
como recubrimiento a 40.000 células/pocillo sobre una placa High Bind de 96 pocillos
(MSD L15XB-3) y se afiadieron 100 pL/pocillo de anticuerpos anti-CD38 durante 45 min a
4°C y se lavaron tres veces con BSA al 1% en PBS. Se afiadieron 100 pL/pocillo de anti-
IgG humana de cabra conjugada con Alexa488 (Jackson ImmunoResearch; nium. 109-

545-098) durante 45 min a 4°C y se lavaron tres veces con BSA al 1% en PBS. La union
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del anticuerpo se evalud después de la centrifugacion y la resuspension de las células
afladiendo 200 pl/pocillo de BSA al 1% en PBS y se leyd utilizando Guava® easyCyte™
8HT Flow Cytometry System. Los valores de KD aparente y CE50 se estimaron utilizando
BIOST@T-BINDING y el soporte légico BIOST@T-SPEED, respectivamente.

Resultados

La unién de mADbl recién aislado a células SU-DHL-8 o MOLP-8 humanas se
comparo con la de isatuximab utilizando citometria de flujo (FIG. 1A). Ambos anticuerpos
mostraron una union de alta afinidad a ambas lineas celulares. Sin embargo, solamente
mADb1 fue capaz de unirse a células que expresaban CD38 de mono cinomolgo sobre su
superficie (FIG. 1B).

La unién a dominios extracelulares solubles de los polipéptidos CD38 humanos y
de mono cinomolgo se examind para los anticuerpos mAbl y mAb6 recién aislados
utilizando la resonancia de plasmoén superficial (SPR). Los resultados de la SPR se
resumen en la Tabla A.

Tabla A. Afinidad de unién de anticuerpos al dominio extracelular soluble de

hCD38 y cCD38 segun lo determinado mediante ensayo SPR.

hCD38-his (SEQ ID NO: 2) | cCD38-his (SEQ ID NO: 4)

Kd (s-1) | KD (M) Kd (s-1) | KD (M)
mAbl | 2,66E-04 | 3,36E-10 9,85E-05 | 3,90E-10
mAb6 | 2,03E-04 | 1,44E-09 1,00E-04 | 1,38E-09

También se utilizé la citometria de flujo para examinar la uniéon de anticuerpos anti-
CD38 mAbl y mAb6 a pre-células B murinas que expresaban el polipéptido CD38

humano o de mono cinomolgo sobre su superficie celular. Los resultados se muestran en
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la Tabla B. Ambos anticuerpos probados mostraron una elevada afinidad de union a
células preB::300.19 que expresaban huCD38 o cCD38.
Tabla B. Afinidad de uniéon de anticuerpos a hCD38 o cCD38 expresado por

células preB::300.10 murinas segun lo determinado por citometria de flujo.

KD aparente FACS (M)

Células que expresan hCD38 Células que expresan cCD38

mAbl 2,80E-10 2,20E-10

mMAb6 2,07E-09 1,14E-09

Estos resultados demuestran la generacion de anticuerpos que se unen con
elevada afinidad a los polipéptidos CD38 de ser humano y mono cinomolgo. Estos
anticuerpos, a diferencia de otros anticuerpos anti-CD38, presentan reaccion cruzada con
los polipéptidos CD38 de ser humano y mono cinomolgo en la forma extracelular soluble o
expresado sobre la superficie de células de mamifero.

Ejemplo 2: Disefio in silico de variantes anti-CD38 humanizadas

Este Ejemplo describe la humanizaciéon de los anticuerpos generados en el
Ejemplo 1.

Las secuencias de los dominios variables de mAbl se analizaron in-silico. Se
utilizé la definicién del sistema de informacion para inmunoglobulinas The International
ImMMunoGeneTics (IMGT) para identificar las Regiones Determinantes de la
Complementariedad (CDR).

Primero, en paralelo, se acometieron las buUsquedas para identificar la
combinacién de secuencias de proteinas de la linea germinal de Ratén y la linea germinal
Humana méas proximas para cada cadena variable. Esto se realiz6 utilizando una

busqueda Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Nucleic Acids Res. 25:3389-3402)
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frente a las bases de datos de secuencias de proteinas de la linea germinal de Raton y
Humana. Para cada cadena de anticuerpo, se encontraron las secuencias de proteina de
raton y ser humano para V y J méas proximas. La calificacion de esta elevada identidad de
secuencia de proteinas se midié por el porcentaje de identidad de la regién V. Los
resultados de las busquedas para la cadena ligera y pesada de mAbl se presentan en las
Tablas C y D, respectivamente.

Tabla C. Secuencias de proteinas de la linea germinal humana y de ratén (V y J)

mas proximas de la cadena ligera variable de mAbl

Identidad Region

Especie Alelo V Alelo J
V (%)
IGKV4-1*01 IGKJ1*01
[Homo sapiens]
imgt imgt
66,34 %
Mejores Lineas Germinales
Funcional Funcional
Funcionales
IGKV3-10*01 IGKJ1*01
[Mus musculus]
imgt imgt
96,97 %
Mejores Lineas Germinales
Funcional Funcional

Funcionales

Tabla D. Secuencias de proteinas de la linea germinal humana y de ratén (V y J)

mas proximas a la cadena pesada variable de mAb1.

Identidad Region
Especie Alelo V Alelo J
V (%)
[Homo sapiens] IGHV1-3*01 69,39 % IGHJ4*01
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imgt imgt
Mejores Lineas Germinales

Funcional Funcional
Funcionales

IGHV1-12*01 IGHJ3*01
[Mus musculus]

imgt imgt

87,76 %

Mejores Lineas germinales

Funcional Funcional
Funcionales

A continuacion, se escrutaron las secuencias de dominio variable de mAbl para
determinar las propensiones de las secuencias, tales como la desamidacion, la escision
con acido, la oxidacion, o los sitios de formacion de iso-aspartato. La estructura de mAbl
ha sido analizada mediante modelado 3D por homologia con el fin de definir cuantos
restos de aminoacidos interaccionan de manera intra o intermolecular. Esta etapa condujo
a la identificacion de un grupo de restos de aminoacido que son estructuralmente
importantes para las funcionalidades de mAbl como la conformacion de las CDR vy la
unién al antigeno. Estos restos de aminoacido se seleccionaron para que estuvieran
presentes en las secuencias variables de mAbl humanizadas.

Las CDR del mAbl murino parental se injertaron sobre los marcos relevantes.
Basandose en los andlisis anteriores, se seleccionaron IGKV3-20*02 humana acoplada
con IGKJ1*01 e IGHV1-3*01 humana acoplada con IGHJ4*01 para que sean la base
para la humanizacion de la cadena ligera variable y la cadena pesada variable de mAb1,
respectivamente. La cadena ligera de mAbl presentd una identidad de 64,52 % a lo largo
de la region V con la linea germinal IGKV3-20*02 humana seleccionada. La cadena
pesada de mAbl present6 una identidad de 69,39 % a lo largo de la regién V con la linea

germinal IGHV1-3*01 humana seleccionada. Durante el procedimiento de humanizacion,
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las CDR de mAbl murino parental se transplantaron entre los marcos de la linea germinal
seleccionada con el fin de recomponer las secuencias variables del anticuerpo patrén. Se
presté atencion al grupo previamente identificado de restos de aminoacido de mAbl que
son estructuralmente importantes para sus funcionalidades, como se indicé més arriba. Si
era necesario, esos restos de aminoacido se remplazaban en las secuencias recién
creadas por su correspondiente resto de mAbl exacto. Esto corresponde a una etapa de
retro-mutacién para incorporar restos de aminoacido de la secuencia parental adecuada.
Algunas mutaciones de CDR se incorporaron tanto para la humanizacién como para evitar
las propensiones de las secuencias en las CDR parentales. Las secuencias variables
ligeras y pesadas recién creadas se utilizaron para generar modelos de homologia 3D de
la region variable de mAbl humanizada. Los modelos 3D se construyeron utilizando
Model Antibody Framework del paquete de programas BIOVIA Discovery Studio.

Basandose en el enfoque de injerto de CDR, se generaron dos variantes para la
cadena ligera variable (V.1 y Vi3) y cuatro variantes para la cadena pesada variable (VH1,
VH3, VH5 y VH6). La combinacién concreta de restos de aminoacido que varian entre las
secuencias ligera y pesada variables de mAbl y sus versiones humanizadas se exponen
en la Tabla E y la Tabla F, respectivamente.

Tabla E. Diferencias de secuencia entre la cadena ligera variable de mAbl y las

variantes humanizadas.

Regiones Ig (IMGT) | VL de mADb1 parental | V.1 humanizada | Vs humanizada

S10 T T

Al2 S S
FR1

V13 L L

L15 P P
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Tabla F. Diferencias de secuencia entre la cadena pesada variable de mAbl y las

variantes humanizadas.

VH de
Regiones Ig

mAb1l
(IMGT)

parental

Vh1

humanizada

Vhs

humanizada

VHS5

humanizada

VH6

humanizada
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Vv Vv Vv Vv
Vv Vv Vv Vv
FR1 K K K K
P
Vv
Y
CDR1
A
A
FR2
R
CDR2 Q
Q
R
A A A A
FR3 E E E E
L L
R R
T T T T

La variante VL1 humanizada con SEQ ID NO: 14 presenta un total de 22
mutaciones (18 en las FR y 4 en las CDR) en comparacion con la VL parental de la
secuencia de mAbl con SEQ ID NO: 6. Esta variante derivaba de las regiones marco de
las lineas germinales humanas IGKV3-20*02 acopladas con IGKJ1*01 con 8 retro-
mutaciones realizadas debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura de mAb, la

conformacion de las CDR y por lo tanto, sobre la unién a su diana. Cuatro posiciones de
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las CDR parentales se mutaron con el fin de incrementar la tasa de humanizacion o evitar
las propensiones de las secuencias.

La variante VL3 humanizada con SEQ ID NO: 18 presenta un total de 18
mutaciones (18 en FR) en comparacion con VL parental de la secuencia de mAbl con
SEQ ID NO: 6. Esta variante derivaba de regiones marco de las de las lineas germinales
humanas IGKV3-20*02 acopladas con IGKJ1*01 con 8 retro-mutaciones realizadas
debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacién de las
CDR y por lo tanto, sobre la unién a su diana.

La variante Va1 humanizada con SEQ ID NO: 13 presenta un total de 17
mutaciones (14 en las FR y 3 en las CDR) en comparaciéon con la VH parental de la
secuencia mAb1l con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivaba de las regiones marco de las
lineas germinales humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 11 retro-
mutaciones realizadas debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura de mAb, la
conformacion de las CDR vy por lo tanto, sobre la unién a su diana. Tres posiciones de las
CDR parentales fueron mutadas con el fin de incrementar la tasa de humanizacién o
evitar las propensiones de las secuencias.

La variante Vuz humanizada con SEQ ID NO: 17 presenta un total de 14
mutaciones (14 en las FR) en comparacion con la VH parental de la secuencia mAb1l con
SEQ ID NO: 5. Esta variante derivaba de las regiones marco de las lineas germinales
humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 11 retro-mutaciones realizadas
debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura de mAb, la conformacion de las
CDR y por lo tanto, sobre la unién a su diana.

La variante VH5 humanizada con SEQ ID NO: 21 presenta un total de 11
mutaciones (11 en las FR) en comparacion con la VH parental de la secuencia de mAbl

con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivaba de las regiones marco de las lineas germinales
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humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 14 retro-mutaciones realizadas
debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura de mAb, la conformacién de las
CDR y por lo tanto, sobre la unién a su diana.

La variante VH6 humanizada con SEQ ID NO: 23 presenta un total de 12
mutaciones (12 en las FR) en comparacién con la VH parental de la secuencia de mAbl
con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivaba de las regiones marco de las lineas germinales
humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 13 retro-mutaciones realizadas
debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura de mAb, la conformacion de las
CDR y por lo tanto, sobre la unién a su diana.

Las secuencias variables humanizadas ligeras y pesadas resultantes comparadas
mediante BLAST para determinar la similitud de secuencia frente a la base de datos
Immune Epitope Data Base (IEDB) ((PLos Biol (2005) 3(3)e91) www.iedb.org) para
asegurarse de que ninguna de las secuencias contenia un epitopo de células B o T
conocido enumerado en ella.

Las secuencias variables de aminoacidos completas de mAbl y los dominios
variables ligeros y pesados humanizados se exponen en la Tabla G. Estos dominios
variables ligeros y pesados humanizados han sido combinados para generar varias
versiones humanizadas de dominios variables parentales de mAbl. Los dominios
variables de mAb2 corresponden a la asociacién de Vu1 humanizada combinada con VL1
humanizada. Los dominios variables de mAb3 corresponden a la asociacion de Vus
humanizada combinada con VL3 humanizada. Los dominios variables de mAb4
corresponden a la asociacion de VH5 humanizada combinada con VL3 humanizada. Los
dominios variables de mAb5 corresponden a la asociacion de VH6 humanizada con VL3
humanizada. Las proteinas de unién triespecificas mostradas en la Tabla G se describen

con mayor detalle en el Ejemplo 4.
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Las correspondientes secuencias de ADN codificantes de las variantes VH y VL
humanizadas descritas mas arriba se clonaron en un vector de expresién de mamifero
que codificaba respectivamente los dominios IgG1l humano o Ck humano para la
expresion transitoria y la purificacion como se describe en el Ejemplo 1. Las secuencias
de aminoéacidos de las variantes anti-CD38 humanizadas completas derivadas de mAbl
se enumeran como mMADb2 (cadena pesada: HC1, SEQ ID NO: 15; cadena ligera: LC1,
SEQ ID NO: 16), mAb3 (cadena pesada: HC3, SEQ ID NO: 19; cadena ligera: LC3, SEQ
ID NO: 20), mAb4 (cadena pesada: HC5, SEQ ID NO: 22; cadena ligera: LC3, SEQ ID
NO: 20), y mAb5 (cadena pesada: HC6, SEQ ID NO: 24; cadena ligera: LC3, SEQ ID NO:
20).

Ejemplo 3: Reactividad cruzada e induccién de apoptosis de anticuerpos
anti-CD38

Las variantes anti-CD38 humanizadas generadas en el Ejemplo 2 se
caracterizaron a continuacién para la uniéon a polipéptidos CD38 humanos y de cinomolgo
y la induccion de la apoptosis.

Materiales y métodos

Ensayo de induccién de apoptosis

Las células se incubaron a 2x10° células/mL en medio completo (RPMI-1640, FBS
al 10%, L-glutamina 2 mM) con 1,5 ug/mL (10 nM) de los anticuerpos indicados durante
20 horas a 37°C con 5% de CO2. Las células se tifieron con AnexinaV-FITC de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Life Technologies). Las muestras se analizaron
mediante citometria de flujo sobre un citometro de flujo BD FACSAria™ con el soporte
l6gico BD FACSDiva para el control de adquisicion y el analisis de los datos (ambos de
BD Biosciences).

Resultados
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Se examinaron las propiedades de unién de los anticuerpos anti-CD38 humano
seleccionados producidos como se ha descrito anteriormente (FIGS. 2A-2H). La unién de
los anticuerpos a CD38 humano soluble y a CD38 de mono cinomolgo se examiné
utilizando ELISA y SPR. Los datos de ELISA se utilizaron para determinar la CE50 de la
union del anticuerpo a CD38 humano y de mono cinomolgo para anticuerpos anti-CD38
humanizados mAb2 (FIG. 2A), mAb3 (FIG. 2C), mAb4, mAb5 (FIG. 2E), y anticuerpo anti-
CD38 humano mAb6 (FIG. 2I).

La union de las variantes anti-CD38 humanizadas o mAb anti-CD38 humano a
CD38 también se evalué utilizando el ensayo SPR descrito anteriormente. Los datos de
SPR se utilizaron para determinar la Kp y la ket de la unién del anticuerpo a CD38
humana y de mono cinomolgo para anticuerpos anti-CD38 humanizados mAb2 (FIG. 2B),
mAb3 (FIG. 2D), mAb4, mAb5 (FIG. 2F), y anticuerpo anti-CD38 humano mAb6 (FIG. 2H).
Los datos de unién se resumen en la Tabla K que muestra que todos los mAb anti-CD38
se unen a CD38 con caracteristicas de union similares.

Tabla K. Afinidad de union de los mAb anti-CD38 al dominio extracelular soluble
de CD38 humano y CD38 de cinomolgo determinada mediante ensayo de resonancia de

plasmén superficial.

hCD38-his (SEQ ID NO: 2) | cCD38-his (SEQ ID NO: 4)

Kd (s-1) KD (M) Kd (s-1) KD (M)
mAbl | 2,66E-04 3,36E-10 | 9,85E-05 3,90E-10
mAb2 | 3,90E-04 3,32E-10 | 7,84E-04 3,44E-09
mAb3 | 2,83E-04 4,83E-10 | 1,29E-04 7,10E-10
mAb4 | 5,29E-04 8,22E-10 | 2,01E-04 1,14E-09
mAb5 | 3,33E-04 3,12E-10 | 1,25E-04 5,63E-10
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mMAb6 2,03E-04 1,44E-09 1,90E-04 1,38E-09

La capacidad de las variantes anti-CD38 humanizadas para unirse a células que
expresan CD38 se evalud utilizando el ensayo de union basado en FACS descrito
anteriormente. Los datos de FACS se utilizaron para determinar la CE50 de la unién del
anticuerpo a CD38 humano y de mono cinomolgo para anticuerpos anti-CD38
humanizados mAb2 (FIG. 2A), mAb3 (FIG. 2C), mAb4, mAb5 (FIG. 2E), y anticuerpo anti-
CD38 humano mAb6 (FIG. 2G). Los datos de unién, expuestos en la Tabla L, muestran
que todas las variantes anti-CD38 humanizadas mostraban afinidades de unién similares
para CD38 de la superficie celular.

Tabla L. Afinidad de unién de mAb anti-CD38 a células preB::300.19 murinas que

expresan CD38.

KD aparente FACS (M)
Células que expresan hCD38 | Células que expresan cCD38
mAbl 2,80E-10 2,20E-10
mAb2 3,30E-10 7,50E-10
mAb3 7,80E-10 1,31E-09
mAb4 5,50E-10 1,15E-09
mAb5 6,80E-10 1,07E-09
mAb6 2,07E-09 1,14E-09

Los datos de unién de los tres ensayos se resumen en la FIG. 2I, junto con la

identidad de secuencia de los dominios VH y VL con las regiones V humanas.

A continuacion se examin0 la capacidad del anticuerpo mAbl parental y mAb7

para inducir apoptosis. Ambos anticuerpos aumentaron la tincion con Anexina V y la
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absorcion de yoduro de propidio (Pl). Cuarenta por ciento de las células se volvieron
doblemente positivas para Anexina V y Pl después del tratamiento con mAb7, mientras
60% de las células tratadas con mAbl fueron doblemente positivas. Ambos anticuerpos
mostraron un efecto apoptdtico dependiente de la concentracion similar en células SU-
DHL-8 (FIG. 2J). De un modo similar, ambos anticuerpos promovieron la actividad ADCC
contra células SU-DHL-8 en presencia de células NK92 (FIG. 2K), conduciendo a 60% de
citotoxicidad y a una CI50 de 4-6 pM después de 4 horas at 37°C (FIG. 2L).

Se identific6 una isoforma E de CD38 in silico y se valido a nivel de transcrito a
partir de células NK, PBMC, y BMMC de pacientes de mieloma multiple y lineas celulares
de cancer (MOLP-8, CU1702, y CU2332). La isoforma E de CD38 se puso de manifiesto
por un escrutinio de bases de datos de secuencias nucleicas utilizando el programa
BLASTN 2.2.26 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui
Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new generation of protein database search programs", Nucleic Acids Res.
25:3389-3402) sobre la edicion de bases de datos de transcritos Human RefSeq
20131216. EI programa BLASTN se aplicé sin enmascarar las regiones de baja
complejidad de la secuencia y considerando al menos: una identidad de 98,5% con la
secuencia nucleica de la isoforma A de CD38 humana en un tramo de 100 restos de acido
nucleico de longitud minima. Las secuencias destacadas de este escrutinio se volvieron a
alinear con el locus del gen CD38 con el fin de que fueran validadas por ser formas
transcripcionales del gen CD38 humano (la misma estructura genémica Exon-Intrén). La
secuencia nucleica de la isoforma E de CD38 fue una de las secuencias validadas por ser
formas transcripcionales del gen CD38 humano.

También se examind la capacidad de los anticuerpos anti-CD38 para unirse a

ambas isoformas A y E de CD38 humano. Para evaluar la unién a la isoforma Ay E de
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CD38, se llevd a cabo un ensayo de inmunoabsorcion con enzima ligada (ELISA)
utilizando las proteinas de isoforma A e isoforma E (preparadas como se describe en el
Ejemplo 1) como antigeno de captura. Se recubrieron placas de 96 pocillos con cualquier
isoforma a 0,5 pg/pocillo en PBS y se afiadieron 100 uL/pocillo de anticuerpos a la placa.
La placa se incub6 a 37°C durante 1 h y se lavé cinco veces con PBS que contenia
Tween-20 al 0,05% (PBS-T). Después, se afiadieron 100 pL de una dilucién 1:25.000 de
anti-lgG humana, conjugada con peroxidasa de rabano picante, (Jackson Ref: 109-035-
098) a cada pocillo. Después de la incubacién a 37°C durante 1 h en la oscuridad, las
placas se lavaron con PBS-T cinco veces. La unién del anticuerpo se visualizé afadiendo
tampdén TMB-H202 y se ley6 a una longitud de onda de 450 nm. Los valores de CE50 se
estimaron utilizando el soporte l6gico BIOST@T-SPEED.

La afinidad de unién de diversos anticuerpos para la isoforma A (SEQ ID NO: 1) y
la isoforma E (SEQ ID NO: 105) de CD38 se determin6 como se muestra en la Tabla L2.
La Tabla M proporciona una comparacion de las propiedades de union para diversos
anticuerpos anti-CD38.

Tabla L2. Afinidad de unién de anticuerpos anti-CD38 para las isoformas Ay E de

CD38, basandose en CE50 segun se determina por medio de ELISA.

Anticuerpo | Isoforma A de CD38 CE50 (nM) Isoforma E de CD38 CE50 (nM)
mAb1 0,11 (CV 9 %) 0,08 (CV 7%)

mAb2 0,14 (CV 13%) 0,10 (CV 12%)

mAD6 0,47 (CV 3,7%) 0,32 (CV 5%)

mAb7 0,10 (CV 7,1%) Sin unién
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Tabla M. Caracteristicas de union de diversos anticuerpos anti-CD38.

Anti-CD38 H11 (Santa | Daratumumab | mAb7 mAbl mMAb6

Cruz)

Union a la

isoforma A | + + + + +

de huCD38

Union a la

isoforma E | + - - + +

de huCD38

Unién a cino

CD38

En conclusion, tanto mAb7 como mAbl inducen una apoptosis similar en células
de mieloma mdltiple humano MOLP-8, un efecto apoptético dependiente de la
concentracion similar contra células SU-DHL-8, y una actividad ADCC dependiente de la
concentracion similar contra células SU-DHL-8. Sin embargo, solamente mAb1l se unié a
CD38 tanto humano como de mono cinomolgo con una afinidad sub-nanomolar y se unié
a las isoformas Ay E de CD38.

Asimismo se evalué la capacidad de las variantes anti-CD38 humanizadas para
inducir apoptosis por medio de un clasificador celular activado por fluorescencia (FACS)
como se describié anteriormente. Previamente se habian identificado varios anticuerpos
anti-CD38 con diversas propiedades funcionales, si bien algunos de estos pueden mediar
la destruccion in vitro de lineas celulares CD38+ a través del impacto directo sobre la
proliferacion celular o la apoptosis. Los resultados de los ensayos de induccion de la
apoptosis se muestran en la FIG. 2M. Todos los anticuerpos generados en los Ejemplos 1

y 2 fueron capaces de inducir apoptosis excepto mAb6. Los anticuerpos anti-CD38 mAb2,




10

15

20

25

217

mAb3, mAb4, y mAb5 condujeron a una induccion dependiente de la dosis de la apoptosis
en células de linfoma SU-DHL-8; se proporciona la CI50 para cada anticuerpo en las FIG.
2N-2Q.

Ejemplo 4: Generacidn de proteinas de unién anti-CD38 triespecificas

A continuacién, se analizaron las propiedades de unién de los dominios de unién a
antigeno de anticuerpos anti-CD38 seleccionados descritos en los Ejemplos 1-3 en el
formato triespecifico mostrado en la FIG. 3A.

Los dominios de unién a antigeno anti-CD38 se sometieron a prueba en el formato
triespecifico (anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3) para determinar su capacidad de union a
CD38 cuando otros dominios de unién a antigeno estan unidos a sus ligandos cognados
utilizando SPR. El ensayo de unién a ligando secuencial se muestra en la FIG. 3B. Para la
unién secuencial de los tres antigenos a cada Ab triespecifico, se inyecté la concentracion
saturante (> 10 KD) de cada antigeno durante 8 min seguido de 5 min de disociacién. La
regeneracion de la superficie se llevd a cabo inyectando Glicina-HCI 10 mM pH 2,5
durante 60 seg a 30ul/min. Los datos se ajustaron con un modelo de unién cinética 1:1y
se analizaron utilizando el soporte logico Biacore S200 Evaluation Software v 1.0. La
constante de disociacion en equilibrio (Kp) se calculd utilizando la constante de la
velocidad de asociacion (kon) y la constante de la velocidad de disociacion (Kof).

Como se muestra en la FIG. 3C, este ensayo basado en SPR mostr6 que las
proteinas de unidn triespecificas eran capaces de unirse a CD38 con independencia de si
los dominios de union al antigeno CD3 y/o CD28 también se unian a su antigeno
cognado. Los resultados de un ensayo de union secuencial ilustrativo se muestran en la
FIG. 4. Los parametros cinéticos medidos mediante SPR se proporcionan en la Tabla M2.

Tabla M2. Unidon de proteinas de unién anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3

triespecificas a 1, 2, o 3 antigenos cognados.
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Estado de la proteina de unién antes de | ka (Ms™) ka (s Ko (M)
la union a CD38

Sin unién previa 9,02E+05 1,42E-03 1,57E-09
Unido previamente a CD3 8,35E+05 1,24E-03 1,48E-09
Unido previamente a CD28 7,39E+05 1,32E-03 1,79E-09
Unido previamente a CD3 después a | 8,18E+05 1,23E-03 1,50E-09
CD28

Unido previamente a CD28 después a | 8,37E+05 1,23E-03 1,47E-09
CD3

Estos resultados demuestran que las tres dianas se pueden unir a las proteinas de
union triespecificas simultaneamente. La union previa de las proteinas de union
triespecificas con CD28, CD3, o ambos (en cualquier orden) no alter6 la cinética de union
o la afinidad de unién a CD38.

A continuacién, se evalué cada dominio de union a antigeno de la proteina de
union triespecifica CD38sp10xCD28supxCD3mia mediante SPR para determinar la capacidad
para unirse al antigeno cognado con y sin los otros dos dominios de unién a antigeno en
saturacion. Las Tablas M3 y M4 muestran los resultados de estos ensayos.

Tabla M3. Unién a la diana sin otras dianas presentes

Diana ka (M1s?) ka (s Kp (M)

CD38 8,04E+05 1,41E-03 1,75E-09
CD28 1,16E+05 3,14E-04 2,71E-09
CD3 2,90E+04 6,73E-04 2,32E-08

Tabla M4. Unidn a la diana con otras dianas en saturacion
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CD38 5,93E+05 1,44E-03 2,42E-09
CD28 1,05E+05 3,96E-04 3,77E-09
CD3 1,27E+05 2,36E-03 1,86E-08

Como se demuestra en las Tablas M3 y M4, el hecho de tener dos dianas
saturadas mediante unién previa con un antigeno no tuvo impacto en la cinética o afinidad
de unién de la tercera diana para CD38 o CD28. En el caso de la unién a CD3, la unién
previa a CD38 y/o CD28 dio como resultado una cinética mas rapida (aproximadamente
un impacto de 4 veces sobre los valores de Kon Y Kor).

Los dominios de unién a antigeno anti-CD38 se sometieron a ensayo en un
formato triespecifico con dos dominios de union a antigeno anti-CD28 (sUper agonista,
“sup,” y agonista convencional, “cvn”) y dos dominios de union a antigeno anti-CD3 (“mid”
y “low”). Las secuencias de dominios variables para estos dominios de unién a antigeno
se proporcionan como sigue: anti-CD28s.p: SEQ ID NO: 49 (VH) y SEQ ID NO: 50 (VL);
anti-CD28n: SEQ ID NO: 51 (VH) y SEQ ID NO: 52 (VL); anti-CD3mis: SEQ ID NO: 53
(VH) y SEQ ID NO: 54 (VL); anti-CD3jw: SEQ ID NO: 84 (VH) y SEQ ID NO: 85 (VL). Los
resultados de los ensayos de SPR que examinan la unién de proteinas de unién
triespecificas se muestran en la FIG. 5. Tres dominios de unién anti-CD38 tuvieron
practicamente la misma afinidad de unién en el formato de proteina de unién triespecifica
gue en un formato monoespecifico. Ambos dominios de uniébn a CD3 tuvieron
aproximadamente la misma afinidad de union en los formatos mono-, bi-, y triespecificos.
Los dominios de union a CD28 mostraron una afinidad de union ligeramente inferior (pero
todavia nanomolar) en el formato bi- o triespecifico en comparacion con el

monoespecifico. Cuando los otros dos dominios de unién a antigeno se saturaron, los
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dominios de unién a anti-CD38sg19 Yy anti-CD28sy, tuvieron afinidades de union similares,
en comparacion con el momento en el que los otros dos dominios de unién a antigeno no
estaban unidos a antigeno. Sin embargo, el dominio de unién anti-CD3mig mostro cinéticas
mas rapidas cuando los otros dos dominios de unién a antigeno estaban saturados. Estos
resultados demuestran que los dominios de unién anti-CD38, anti-CD28, y anti-CD3 son
compatibles para su uso con el formato de proteina de union triespecifica.

Los dominios de unién a antigeno anti-CD38 generados en la presente memoria
también se compararon con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 existente de mAb7
(véanse las secuencias SEQ ID NO: 47 para VH y SEQ ID NO: 48 para VL,
respectivamente). La unién de moléculas triespecificas a CD38 expresado sobre la
superficie de células preB::300.19 murinas recombinantes se determind mediante
citometria de flujo y los correspondientes anticuerpos monovalentes anti-CD38 se
sometieron a ensayo paralelamente. La linea celular recombinante fue descrita por J.
Deckket et al. 2014 en Clin. Cancer Res 20:4574-4583. Las células preB::300.19 murinas
que expresaban CD38 se recubrieron a 40.000 células/pocillo sobre una placa High Bind
de 96 pocillos (MSD L15XB-3) y se afiadieron 100 uL/pocillo de moléculas triespecificas
durante 45 min a 4°C y se lavaron tres veces con BSA al 1% en PBS. Se afiadieron 100
puL/pocillo de anti-lgG humana de cabra conjugado con Alexa488 (Jackson
ImmunoResearch; nim. 109-545-098) durante 45 min a 4°C y se lavaron tres veces con
BSA al 1% en PBS. La unién del anticuerpo se evalué después de la centrifugacion y la
resuspension de las células afiadiendo 200 pl/pocillo de BSA al 1% en PBS y se ley6
utiizando Guava® easyCyte™ 8HT Flow Cytometry System. Los valores de la KD
aparente y de la CE50 se estimaron utilizando BIOST@T-BINDING y el soporte logico

BIOST@T-SPEED, respectivamente.
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Se utilizé la citometria de flujo como se ha descrito anteriormente para examinar la
union de mADb7 o la proteina de unién triespecifica con el dominio de unién antigeno anti-
CD38 de mAb7 a células pre-B murinas que expresan el polipéptido CD38 humano o de
mono cinomolgo sobre su superficie celular. Como se muestra en la FIG. 6A, la proteina
de union triespecifica CD38xCD28s,,xCD3mia con el dominio de union a antigeno anti-
CD38 de mAb7 se unian a células que expresaban CD38 humano (superior izquierda) con
una afinidad aparente 8 veces menor que el anticuerpo monoespecifico de mAb7
(superior derecha). Ni el anticuerpo monoespecifico de mAb7 (inferior derecha) ni la
proteina de union triespecifica con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb7
(inferior izquierda) se unieron a las células que expresaban CD38 de cinomolgo.

El dominio de union del anticuerpo anti-CD38 humanizado de mAb2 también se
sometié a ensayo en formatos triespecificos para determinar la unién a las células que
expresaban polipéptidos CD38 humanos o de cinomolgo. Como se muestra en las FIG.
6B-6D, y a diferencia de mAb7, las proteinas de union triespecifica CD38xCD28s,pXCD3mid
y CD38xCD28ynxCD3mia con dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2, asi como
el anticuerpo monoespecifico mAb2, fueron capaces de unirse a polipéptidos CD38 tanto
de ser humano como de mono cinomolgo. La proteina de unidn triespecifica
CD38xCD28nxCD3mig con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2 se uni6 a
células que expresaban CD38 humano con una afinidad aparente 9 veces inferior que el
anticuerpo mAb2 parental (comparese la FIG. 6C, superior con la FIG. 6D, superior). La
proteina de unidn triespecifica CD38xCD28.,nxCD3mia con el dominio de union a antigeno
anti-CD38 de mAb2 se uni6 a células que expresaban CD38 de cinomolgo con una
afinidad aparente 7,5 veces menor que el anticuerpo mAb2 parental (comparese la FIG.
6C, inferior con la FIG. 6D, inferior). La proteina de union triespecifica

CD38xCD28s,pxCD3mia con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2 se uni6 a
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las células que expresaban CD38 humano con una afinidad aparente 2,5 veces menor
que la proteina de unién triespecifica CD38xCD28¢nXCD3mig con el dominio de unién a
antigeno anti-CD38 de mAb2 (comparese la FIG. 6C, superior con la FIG. 6B, superior).

El dominio de unién del anticuerpo anti-CD38 humanizado mAb6 también se
comparo con el anticuerpo monoespecifico mAb6 para determinar la unién a células que
expresaban polipéptidos CD38 humanos o de cinomolgo. Si bien el anticuerpo mono
especifico mAb6 se unia a las células que expresaban polipéptidos CD38 humanos
(superior derecha) o de mono cinomolgo (inferior derecha) en el intervalo nM (FIG. 6E), la
proteina de union triespecifica CD38xCD28s,pXCD3mia con el dominio de union a antigeno
anti-CD38 de mAb6 se uni6 a las células que expresaban los polipéptidos CD38 humanos
(superior izquierda) o de mono cinomolgo (inferior izquierda) sin saturacion.

En conclusion, se encontré que la afinidad para la unién de la proteina de union
triespecifica CD38sg19XCD28s,,xCD3mia @ CD38 humano estaba en el mismo intervalo, se
examine la union a CD38 humano recombinante mediante SPR o a CD38 humano
expresado sobre una superficie celular mediante citometria de flujo (FIG. 6F). De un modo
similar, la afinidad de CD38Vh1XCD28supXCD3midgnow (dominio de unién anti-CD38 de mAb2)
y las proteinas de unién triespecificas CD38VhiXxCD28cynXCD3migiow (dominio de union
anti-CD38 de mAb2) para la unién a CD38 humano también estuvo en el mismo intervalo
en ambos ensayos. Para CD38hHy1370XCD28s,pXCD3mig (dominio de uniéon anti-CD38 de
mADbG6), se determiné por SPR que la Kp para la unién a CD38 humano era 1 nM, mientras
no se pudo estimar un valor de CE50 exacto mediante citometria de flujo. En la Tabla M5
se proporciona un resumen de los valores de KD aparente (obtenidos mediante analisis
FACS) de las proteinas de unién triespecificas con diversos dominios de unién anti-CD38.

Tabla M5. Resumen de los valores de KD aparente obtenidos mediante ensayos

de citometria de flujo
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KD aparente FACS (M)

Células que expresan hCD38

Células que expresan cCD38

Triespecifica con

antiCD38 mAb2

4,4 nM

7,5nM

Triespecifica con

antiCD38 mAb6

Sin saturacion

Sin saturacioén

Triespecifica con

antiCD38 mAb7

4 nM

Sin unién

KD aparente FACS (M)

Células que expresan hCD38

Células que expresan cCD38

mAb2 0,5nM 1nM
mADb6 11,2 nM 6,6 nM
mAb7 0,5nM Sin unién

Como se esperaba, la proteina de union triespecifica ACD38xCD28s,,xCD3mia que
carecia del dominio de uniéon anti-CD38 no se unia a las células que expresaban

polipéptidos CD38 humanos o de mono cinomolgo (FIG. 6G). Esto indica que la union

observada en este ensayo era especifica para los dominios de unién a antigeno CD38.

Ejemplo 5: Caracterizaciéon in vitro e in vivo de proteinas de union

triespecificas que contienen Anti-CD38 de mAb2 y Anti-CD38 de mAb6
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El siguiente Ejemplo describe experimentos que caracterizan la estabilidad, las
propiedades de unién, y las actividades de los acopladores de células T novedosos que
contienen dominios variables derivados de los anticuerpos mAb2 y mAb6. Se generaron
anticuerpos anti-CD38xCD28xCD3 adicionales que comprendian variantes de los brazos
anti-CD38, CD3 y CD28 de las proteinas de union triespecificas. Los nuevos anticuerpos
anti-CD38/CD3/CD28 difieren en: 1) el dominio de union anti-CD38 (mAb2 o mAb6); 2) el
dominio de unién anti-CD3 (CD3high 0 CD3jow; Véanse SEQ ID NO: 84 y 85 para las
secuencias VH y VL anti-CD3ow, respectivamente); 3) el dominio de unién anti-CD28
(CD28syp 0 CD28.n). Dentro de las posibles combinaciones, se disefid una coleccion de
anti-CD38xCD28xCD3, se produjo, y con posterioridad se someti6 a prueba para
determinar diversas funciones.

Materiales y métodos

Produccion y purificacién de proteinas de union triespecificas

Se produjeron proteinas de unién triespecificas mediante transfeccién transitoria
de 4 plasmidos de expresion en células Expi293 utilizando ExpiFectamine™ 293
Transfection Kit (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Brevemente, se diluyé 25% (p/p) de cada plasmido en Opti-MEM, se mezcld con reactivo
ExpiFectamine previamente diluido durante 20-30 minutos la temperatura ambiente (RT),
y se afadio a células Expi293 (2,5x10° células/ml). A menudo se utilizé una optimizacion
de la transfeccion para determinar la mejor razén de plasmidos con el fin de producir la
proteina de union triespecifica con un buen rendimiento y pureza.

A los 4-5 dias de la transfeccién, el sobrenadante de las células transfectadas se
recogié y se filtr6 a través de una unidad de filtro de 0,45 um (Nalgene). La proteina de
union triespecifica en el sobrenadante se purifico utilizando un procedimiento de 3 etapas.

En primer lugar, se utilizo la purificacion por afinidad con proteina A, y el Ab unido se hizo
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eluir utilizando “Tampén de elucién de IgG” (Thermo Fisher Scientific). En segundo lugar,
se sometid a didlisis el producto frente a PBS (pH 7,4) durante la noche con 2 cambios de
tampén PBS. Cualquier producto precipitado se aclaré por filtracion a través de una
unidad de filtro de 0,45 um (Nalgene) antes de la siguiente etapa. En tercer lugar, se
utilizé la purificacion mediante cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) (Hiload
16/600 Superdex 200pg, o Hiload 26/600 Superdex 200pg, GE Healthcare) para eliminar
los productos agregados y diferentes especies de la prep. Las fracciones se analizaron en
SDS-PAGE reducida y no reducida para identificar las fracciones que contenian la
proteina de unién triespecifica monomérica antes de combinarlas. El anticuerpo purificado
se puede dividir en alicuotas y almacenar a -80°C a largo plazo.

Ensayos ELISA

Las propiedades de unién de los anticuerpos purificados se analizaron utilizando
métodos ELISA o SPR. Para ELISA, se utilizaron los correspondientes antigenos para
cada sitio de unién en la proteina de union triespecifica para recubrir una Immuno Plate
de 96 pocillos (Nunc 439454, Thermo Fisher Scientific) durante la noche a 4°C utilizando
2 pg/ml de cada antigeno en PBS (pH 7,4). La placa recubierta se bloqueé utilizando
leche desnatada al 5% + BSA al 2% en PBS durante una hora a RT, seguido de lavado
con PBS + Tween 20 al 0,25% tres veces (Aqua Max 400, Molecular Devices). Se
prepararon diluciones seriadas de los anticuerpos (Ab triespecificos y de control) y se
afiadieron sobre las placas de ELISA (100 ul/pocillo por duplicado), se incubaron a RT
durante una hora, seguido de lavado 5 veces con PBS + Tween 20 al 0,25%.

Después del lavado, se afadidé el anti-Fab humano secundario conjugado con
HRP (1:5.000, Num. Cat. 109-035-097, Jackson ImmunoResearch Inc) a cada pocillo y se
incub6 a RT durante 30 minutos. Después de lavar 5 veces con PBS + Tween 20 al

0,25%, se afiadieron de 100 pl de TMB Microwell Peroxidase Substrate (KPL,
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Gaithersburg, MD, EE.UU) a cada pocillo. La reaccion se termind afiadiendo 50 pl de
H.SO4 1M, y se midié la DOusp utilizando SpectraMax M5 (Molecular Devices) y se analiz6
utilizando el soporte logico SoftMax Pro6.3 (Molecular Devices). Los datos finales se
transfirieron al soporte l6gico GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, EE.UU), y se
trazaron como se muestra. Se calculé la CE50 utilizando el mismo soporte logico.

El ensayo ELISA se utilizé para determinar la unién de anticuerpos triespecificos
anti-CD38xCD28xCD3 o anticuerpo de control de isotipo (IgG4 humana) para CD3
humano (Cambridge Biologics LLC Num. Cat. 03-01-0051), CD28 (Cambridge Biologics
LLC Num. Cat. 03-01-0303), y CD38 (Cambridge Biologics LLC NUm. Cat. 03-01-0369).
Los anticuerpos unidos se detectaron utilizando un anticuerpo secundario anti-Fab
conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) (Jackson ImmunoResearch Inc Nam.
109-035-097).

Ensayo de destruccion celular in vitro

Se estaban utilizando PBMC humanas purificadas para los ensayos de destruccion
in vitro frente a diversas células cancerosas empleando diferentes proteinas de unién
triespecificas. Brevemente, el ensayo de destruccién se establecié en placas de fondo en
V de 96 pocillos. Para cada placa, se cultivaron en placa 40 ml de PBMC de cada donante
a 2x1076 células/ml, y se prepararon 30 ml de células diana marcadas con PKH26 (Sigma
Num. MINI26) a 2,5x10"5 células/ml (4 pyL de colorante para tefiir 1x1077 células). En
primer lugar se afiadieron a cada pocillo 20 uL/pocillo de proteinas de ensayo a diversas
concentraciones o PMA, seguido de la adicion de 80 pL/pocillo de células diana marcadas
en cada pocillo (2X1074 células/pocillo). Después se afiadieron a cada pocillo 100 pL de
PBMC, alcanzando E:T=10:1 pocillo (2x10"5 células/pocillo), y se incubaron durante 24
horas en una incubadora a 37°C con 5% de COZ2. Las células se centrifugaron, y el

sobrenadante se recogio para medir la liberaciéon de citocina, o se descartd. Las células
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se tifieron con tampon Vivid LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Staining Buffer (Life
Technology nam. L34955) (el tampon de tincidn se prepar6 afiadiendo 60 pL de reactivo
Vivid a 60 ml de PBS). Las células se resuspendieron en 100 pyL de tampdn de tincion
mediante incubacién durante 15 min a RT en la oscuridad. Después de lavar las células
con 1xPBS, las células se resuspendieron en 200 yuL de PBS con Paraformaldehido al
0,5%, y las células cancerosas PKH26+Vivid+ se recogieron por medio de un citbmetro de
flujo Fortessa (Beckton Dickinson, San Jose, CA), seguido de andlisis utilizando el soporte
l6gico Flowjo. El porcentaje de destruccion se calcula como destruccion especifica -
destruccién espontanea/células totales y se traza como se muestra.

Ensayo de liberacion de citocina

Para medir las concentraciones de citocinas inflamatorias en los ensayos de
activacion in vitro, ensayos de destruccion in vitro, ensayos de activacién in vivo en
ratones NSG humanizados con células de cordon umbilical CD34+, y el estudio de
toxicidad, se recogié el sobrenadante de cultivo celular, y las muestras de suero se
diluyeron de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando Milliplex Human High
Sensitivity T cell 13-plex Kit (EMD Millipore). Estas se analizaron con posterioridad
mediante EMD Millipore MAGPIX® System, y el soporte l6gico MILLIPLEX® Analyst 5.1.

Modelos de ratdn in vivo y estudios de eficacia

Se utilizaron ratones NSG injertados con células madre hematopoyéticas CD34+
humanas (hu-CD34) como modelo de raton in vivo. Estos ratones desarrollan células
inmunitarias humanas multi-linaje, y representan una plataforma validada para estudios de
eficacia en inmuno-oncologia (véase, p.ej., Shultz, L.D. et al. (2014) Cold Spring Harb.
Protoc. 2014:694-708). Los ratones NSG Hu-CD34* se producen inyectando células
madre hematopoyéticas CD34", que muestran un injerto multi-linaje eficaz de poblaciones

de células inmunitarias humanas que incluyen células T, células B y algunas otras
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poblaciones (McDermott, S.P. et al. (2010) Blood 116:193-200). La hematopoyesis multi-
linaje se produce en 12 semanas. El injerto es estable durante mas de un afio sin
enfermedad de injerto-contra-anfitrion.

Para el estudio de eficacia utilizando ratones NSG hu-CD34, los ratones se
adquirieron de The Jackson Laboratory (Maine, EE.UU), y las poblaciones de células
humanas se validaron antes de su uso. En general, se utilizaron 5x10° células tumorales
mezcladas en Matrigel (BD Biosciences) (50% v/v) para inocular el tumor en cada ratén.
Una vez que el tamafio del tumor alcanzé el intervalo de 100-150 mm?, los ratones se
seleccionaron y se asignaron al azar a cada grupo para el estudio. A los ratones se les
administraron los anticuerpos intravenosamente a dosis determinadas 3 veces por
semana. Se control6 el peso corporal 1-3 veces por semana. El tamafio del tumor se
midié por medio de mediciones del tumor con un calibre 1-3 veces /semana. Se terminé
con todos los ratones cuando el tamafio del tumor alcanzé 1.500 mm?3, o 24 horas
después de la udltima dosis. Las muestras de sangre terminal (0,3 mL) se recogieron en
tubos separadores de suero, se mezclaron invirtiéndolos suavemente cinco veces, y se
colocaron en una gradilla de tubos. Los tumores terminales también se recogieron y se
pesaron antes de ser colocados en fijador para su analisis inmunohistoquimico.

Los ratones NSG humanizados con PBMC humanas (hu-PBMC) se utilizaron
como otro modelo de ratén in vivo. Estos ratones se produjeron inyectando PBMC
humanas purificadas de donantes sanos, que tienen la tasa de injerto mas rapida
utilizando células mononucleares de sangre periférica adulta y permiten estudios a corto
plazo que requieren una funcion de las células NK y las células T de memoria y efectora
fuerte, y son adecuadas para estudios de eficacia a corto plazo (3-4 semanas) debido a la

enfermedad de injerto-contra-anfitrion.
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Para el estudio de eficacia utilizando ratones NSG hu-PBMC, se adquirieron
ratones NSG de 8-10 semanas de edad (Num. Cat.: 005557, NOD.Cg-Prkdcscid
[12rgtm1Wjl/SzJ) de The Jackson Laboratory (Maine, EE.UU). Cada raton se inoculd con
5x10° células tumorales en Matrigel (BD Biosciences) (50% v/v) subcutdneamente. Una
vez que el tamafio del tumor alcanzé el intervalo de 50-100 mm?, se reconstituyeron
10x10® PBMC humanas de donantes sanos para cada raton intraperitonealmente (IP). La
reconstitucion de células humanas se validé al dia siguiente. Una vez que el tamafio del
tumor alcanzé el intervalo de 100-150 mm?3, los ratones se seleccionaron y se asignaron al
azar a cada grupo para el estudio. Los anticuerpos se administraron intravenosamente a
dosis determinadas 3 veces por semana. El peso corporal se control6 1-3 veces por
semana. El tamafio del tumor se midié6 mediante mediciones del tumor con un calibre 1-3
veces/semana. Se termind con todos los ratones cuando el tamafio del tumor alcanzé
1.500 mm?® o 24 horas después de la Ultima dosis. Se recogieron muestras de sangre
terminal (0,3 mL) en tubos separadores de suero, se mezclaron invirtiéndolos suavemente
cinco veces, y se colocaron en una gradilla de tubos. Los tumores terminales también se
recogieron y se pesaron antes de colocarlos en fijador para su analisis imunohistoquimico.

Para el modelo de raton NSG hu-PMBC diseminado, se inyectaron1-5x10° células
en cada raton intravenosamente el dia 0. El dia 3, se tomaron imagenes de luminancia en
el momento inicial para la aleatorizacion. El dia 4, se reconstituyeron 10x10® PBMC
humanas de donantes sanos para cada ratén intraperitonealmente (IP). Los ratones se
trataron semanalmente el dia 5, 12, 19 utilizando las dosis indicadas. Se tomaron
semanalmente imagenes corporales de luminancia el dia 10, 17, 24 para controlar el
volumen del tumor en cada animal. Al terminar el estudio, se recogieron sangre, bazo,
hueso y médula ésea para su estudio histopatolégico.

Resultados



10

15

20

25

230

La capacidad de los anticuerpos para unirse a los tres antigenos diana se sometio
a prueba mediante un ensayo ELISA. 1gG4 CD38y1iXCD28sypXCD3mia, 1gG4
CD38vH1XCD28,pXCD3jow, 1gG4 CD38y+1XCD28cynXCD3mid, 1gG4 CD38vH1XCD28cunXCD3jow
mostraron una afinidad de unién similar a CD3 y CD38 humanos y de mono, pero una
afinidad de unién variable a CD28 (ser humano y mono tienen un dominio extracelular
idéntico) mostrando CD28s,, mejor afinidad (FIG. 7A). La variante IgG4 FALA
CD38vH1XCD28sypXCD3mid Y CD38hv1370XCD28s,pXCD3mig Yy las variantes LALA P329A y
NNAS de IgG1 mostraron todas una union similar a CD3, CD28, y CD38 humanos (FIG.
7B).

A continuacién, se sometieron a prueba las variantes de proteinas de unién anti-
CD38xCD3xCD28 para determinar su capacidad para inducir la activacion de células T y
la destruccion de células tumorales mediada por anticuerpos (FIGS. 8A- 8D). La FIG. 8A
muestra las actividades de destruccion in vitro de IgG4 CD38yn1XxCD28s,,;XCD3mis, 19G4
CD38hhy1370XCD285,pXCD3mid, 9G4 CD38vH1XCD28cynXCD3mid, IgG4
CD38hhy1370XCD28cnixCD3mid, contra la linea celular de mieloma mdultiple humano RPMI-
8226 utilizando PBMC de 3 donantes diferentes a E:T=10.Se calcul6é la CE50 de la
actividad de destrucciébn y se resume en la Tabla N. Ambas proteinas de unién
triespecificas anti-CD38xCD3xCD28 que contenian CD28s, mostraron mejores
actividades de destruccion. También se examinaron las actividades de destruccion in vitro
de estas moléculas utilizando las lineas celulares NCI-H929 (FIG. 8B), KMS-26 (FIG. 8C),
y KMS-11 (FIG. 8D).

Las proteinas de union triespecificas anti-CD38xanti-CD3xanti-CD28 con variantes
LALA P329A NNAS de IgG1, o variante FALA de IgG4, también presentaron destruccion

in vitro de células de mieloma multiple KMS-11 (FIG. 8E) y U266 (FIG. 8F). Se calculd la
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CES50 para cada anticuerpo contra cada linea celular y se resume en la Tabla Q2 (KMS-
11) y Q3 (U266).

Las FIG. 9A, 9B, y 10 muestran el perfil de activacién de células T in vitro de las
IgG4 CD38vH1XCD28s,pXCD3mia € 1gG4 CD38yHi1XCD28supsXCD3iow. AmMbos anticuerpos
mostraron actividades de activacion similares para células T CD4 y CD8. La CE50 para
cada anticuerpo contra cada linea celular se calculé y se resume en la Tabla N (RPMI-
8226), Tabla O (NCI-H929), Tabla P (KMS-26), y Tabla Q (KMS-11).

Tabla N: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células

RPMI8266 CD38+ por PBMC de diferentes donantes

Anticuerpo CE50 (ng/ml)
Donante Donante Donante
NUum. 65 NUum. 67 NUum. 68
|gG4 CD38yn1XCD285upX CD3mig 5,30 1,95 3,3
IgG4 CD38hny1370XCD285,pXCD3mid 2,24 3,42 3,4
IgG4 CD38y11XCD28cynX CD3mid 8,31 29,52 46,8
IgG4 CD38hny1370XCD28cynXCD3nmid 4,62 8,98 16,5

Tabla O: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células NCI-

H929 CD38+ por PBMC de diferentes donantes

CE50 (ng/ml)

Donante Donante Donante

NUm. 65 NUm. 67 NUum. 68
|gG4 CD38y11XCD285upX CD3mig 0,51 0,48 0,9
IgG4 CD38hny1370XCD285,pXCD3mid 0,94 1,84 2,5
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|g G4 CD38y11xCD28:ynX CD3mid

3,70

9,47

10,4

Ig G4 CD38hhy137oXCD28canCD3mid

2,31

6,39

7,2

Tabla P: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-26

CD38+ por PBMC de diferentes donantes

CE50 (ng/ml)

Donante Donante Donante

NUm.65 NUm.67 NUm.68
IgG4 CD38vH1XCD28supXCD3mid 1.03 0.91 1.3
1gG4 CD38hny1370XCD285,pXCD3mid 3.95 5.06 53
IgG4 CD38vH1XxCD28cynXCD3nmid 10.73 28.17 224
IgG4 CD38hhy1370XCD28cynXCD3nmid 15.84 32.10 25.7

Tabla Q: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-11

CD38+ por PBMC de diferentes donantes

CES50 (ng/ml)

Donante Donante Donante

NUum. 65 Num. 67 Num. 68
19G4 CD38vH1XxCD28supX CD3mid 3,05 3,40 14,7
|gG4 CD38hny1370XCD285upXCD3mig 4,17 7,74 25,1
1gG4 CD38vH1XxCD28cynXCD3mid 18,14 98,83 566,8
IgG4 CD38hhy1370XCD28cvnXCD3mig 16,30 27,63 139,2

Tabla Q2: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-

11 CD38+ por PBMC de diferentes donantes (variantes de Fc de 1gG1/4)
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CE50 IgG4 IgG1 lgG1 IgG4 IgG1 IgG1
(pM) FALA LALA NNAS FALA LALA NNAS
(KMS11) | CD38vw1 | P329A CD38vh1 CD38hny1 | P329A CD38hny
XCDZBSU CD38VH1 XCD285up 370XCD28 CD38hhy13 1370XCD
pXCDsmi XCD285up XCDsmid supXCDBm 70XCD285 285upXC
d XCD3mid i upXCD3mi D3nmi
KP50901 | 3,879 4,375 4,411 7,731 9,311 17,71
KP50904 | 4,379 6,739 8,644 19,01 18,88 24,39

Tabla Q3: Destruccién especifica mediada por anticuerpos de células U266

CD38+ por PBMC de diferentes donantes (variantes de Fc de IgG1/4)

CE50 (pM) | IgG4 IgG1 IgG1 IgG4 IgG1 IgG1

(U266) FALA LALA NNAS FALA LALA NNAS
CD38vrix | P329A CD38vhix | CD38hry1 | P329A CD38hny
CD28supx | CD38vHix | CD28sypX | 370XxCD2 CD38nn | 1370XCD
CD3mid CD28supX CD3mid 85upXCD y]_370XC 285upXC

CD3mid 3mi D283upx D3mi
CD3mi
KP50901 1,879 1,031 1,150 2,691 1,597 2,816
KP50904 0,8657 3,570 2,018 2,112 0,8375 3,527

También se examin6 la produccién de citocinas inducida por las variantes de
proteinas de union triespecificas (FIGS. 11A y 11B) utilizando el método descrito por

Stebbings, R. et al. (2007) (J. Immunol. 179:3325-3331) recubriendo la placa con los




10

15

20

25

234

anticuerpos indicados, seguido de incubacion con PBMC humanas durante 24 horas
utilizando 2 concentraciones de los anticuerpos de ensayo (5 pg/ml y 25 ng/ml). Los
sobrenadantes de cultivo de 24 horas se recogieron y se utilizaron para medir la
concentracion de IL2, IL6, IL10, IL12, y TNF-a, IFN-y en los sobrenadantes como se
describié anteriormente. 9G4 CD38vH1XCD285usXCD3nmid, 1gG4
CD38hhy1370XCD285,pXCD3mid, 1gG4 CD38yH1XCD28cynXxCD3mid, IgG4
CD38hhy1370XCD28cvnixCD3mia estimularon todos la produccion de un nivel significativo de
IL2, TNF-a, y IFN-y a 5 pg/ml, pero no lograron inducir un nivel medible de cualquier
citocina a 25 ng/ml, una dosis que muestra eficacia in vivo en 2 modelos de raton NSG
humanizados.

Se sometié a ensayo la actividad anti-tumoral en modelos de ratén in vivo para las
variantes de proteinas de unidon triespecificas (FIG. 12A-13F) como se describio
anteriormente. Las FIG. 12A-12E muestran el resultado del estudio de eficacia in vivo
utilizando el modelo de ratébn NSG injertado con células madre hematopoyéticas CD34+
humanas (hu-CD34) en el que se habia implantado la linea celular humana de MM RPMI-
8226. Se utilizaron 1gG4 CD38ynixCD28s,x:xCD3mia Yy anticuerpos de biespecificos
CD38xCD3 de control de referencia para tratar a los ratones que portaban tumores a las
dosis indicadas 3QW (6 doses en total). Se midieron el peso corporal y el crecimiento del
tumor para cada ratdén y se trazaron (FIG. 12A y 12E). También se trazaron la curva de
crecimiento tumoral medio (FIG. 12D), el volumen del tumor el Dia 18 (FIG. 12B) y el peso
del tumor terminal el D19 (FIG. 12C) para cada grupo. Todos los grupos tratados con
IlgG4 CD38vHixCD28s,pXxCD3mia N0 solamente mostraron una eficacia estadistica en
comparacion con el control de PBS, también mostraron una eficacia estadisticamente
mejor a la dosis de 1 pg/kg en comparacion con el anticuerpo biespecifico CD38xCD3 de

control.
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Las FIG. 13A-13F muestran los resultados del estudio de eficacia in vivo utilizando
el modelo de ratbn NSG humanizado con PBMC humanas al que se ha implantado la
linea celular humana de MM RPMI-8226. Se utilizaron IgG4 CD38yn1XCD28s,pXCD3mid Y
anticuerpos biespecificos CD38xCD3 de control de referencia para tratar ratones que
portaban tumores a las dosis indicadas 3QW (8 dosis en total). Se midié el crecimiento del
tumor para cada ratdn y se traz6 (FIG. 13A). También se trazaron la curva de crecimiento
tumoral medio (FIG. 13F), el volumen del tumor el Dia 4 (dia de inicio del tratamiento; FIG.
13B), el volumen del tumor el Dia 21 (dia del ultimo tratamiento; FIG. 13C), el volumen
tumoral medio el Dia 21 (FIG. 13D) y el peso del tumor terminal el Dia 22 (FIG. 13E) para
cada grupo. Todos los grupos tratados con 1gG4 CD38yH1XCD28s,pXCD3mia N0 solamente
mostraron una eficacia estadistica en comparacion con el control de PBS, también
mostraron una eficacia estadisticamente mejor a multiples dosis en comparacion con el
anticuerpo biespecifico CD38xCD3 de control, indicando una actividad anti-tumoral in vivo
superior mediante el anticuerpo anti-CD38/CD3/CD28 triespecifico.

El anticuerpo biespecifico CD38xCD3 de control de referencia comprendia las
siguientes secuencias:

SEQ ID NO 108: cadena pesada 1 de referencia (se une a CD38)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVRQAPGKGLEWVSEINP
QSSTINYATSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARYGNWFPYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LOQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSDTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPP
VAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EEYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV

DKSRWEQGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID NO 109: cadena pesada 2 de referencia (se une a CD3)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVGRIRS
KYNNYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGDSYVSWF
AYWGQGTLVTVSSGKPGSGKPGSGKPGSGKPGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTTSNYANWVQQKPGKSPRGLIGGTNKRAPGVPARFSGSLLGGKAALTISGAQPED
EADYYCALWYSNHWVFGGGTKLTVLEPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVKHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREQMTKNQVKLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO 110: cadena ligera de referencia (se une a CD38)

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQNVDTWVAWYQQKPGQSPKALIYSASYR
YSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYFCQQYDSYPLTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Ejemplo 6: Estudio de aumento gradual de la dosis con proteinas de union
triespecificas que contienen mAb2 and mAb6 Anti-CD38

Materiales y métodos

Todos los estudios NHP se llevaron a cabo por medio de Covance (Princeton, New
Jersey, EE.UU) de acuerdo con el protocolo Covance ICUCA. Se utilizaron Monos
Cinomolgos macho no expuestos previamente a farmaco y proteina 0 no expuestos
previamente a proteina en todos los estudios. Basandose en el disefio del estudio, los
monos se seleccionaron y se agruparon para cada proteina de union triespecifica. El
anticuerpo se administré por infusién intravenosa durante 1 hora a través de la vena

safena. Se administraron dosis crecientes en dias consecutivos para las dosis bajas (<10
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ug/kg), pero con un intervalo de 1-2 dias para las dosis mas altas (>10 pg/kg) con fines de
observaciéon. Las muestras de sangre se recogieron a las 0 horas (Dia 1 solamente), 0,5
horas (infusion media), 1, y 6 horas desde el inicio de la infusién para todos los animales
después de cada dosis, segun se especifique. Se recogieron muestras de sangre no
programadas adicionales a discrecion del director del estudio, el patélogo, y/o el
veterinario clinico. Todos los animales se devolvieron a la colonia el Dia 60. Las PBMC y
el suero de las muestras de sangre se prepararon utilizando métodos convencionales, y
se conservaron para futuros analisis.

La sangre de los primates no humanos tratados se tifid con anticuerpos
conjugados fluorescentemente contra marcadores de células T e IgG humana, fragmento
Fcy y se analizaron en un citémetro de flujo.

Resultados

Se llevé a cabo un estudio de toxicidad de aumento gradual de la dosis utilizando
proteinas de union triespecificas 1gG4 CD38yH1XCD28s,,XCD3mia que contenia mAb2,
1gG4 CD38hny1370XCD28s,pXCD3mia que contenia mAb6, 1gG4 CD38vHiXxCD28cunXCD3mid
gue contenia mAb2, e IgG4 CD38nhy1370XCD28,nXxCD3mid que contenia mAb6 en primates
no humanos. Los tres dominios de uniéon en las 4 proteinas de unién presentaban
reaccion cruzada con polipéptidos CD38/CD3/CD28 de cinomolgo. El estudio se ided para
evaluar el perfil de toxicidad potencial de las moléculas. Las muestras de sangre se
recogieron para el aislamiento del suero y las PBMC. Las poblaciones de células T
circulantes se investigaron después de cada dosificacion (FIG. 14E-14H), junto con la
activacion de la subpoblacién de células T (CD69+) (FIG. 14A-14D). Los porcentajes de
células T CD4 y CD8 disminuyeron con el aumento gradual de la dosis. La activacion de
células T CD4 y CDS8 significativa fue prominente comenzando a dosis de 2,5 ug/kg,

sugiriendo una capacidad de activacion potente para las moléculas que contienen mAb2 y
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mADb6. Se observd una delecion de células T circulantes con todas las proteinas a 12,5
ug/kg (FIG. 141-14L), que de nuevo se correlaciona con la potencia. ElI agotamiento de
células T circulantes fue mas bien transitorio, retornando al nivel previo al tratamiento
después de 24-48 horas (FIG. 14M-14P). También se midi6é el nivel en suero de varias
citocinas. Se observo una liberacién de IL-6 e IL-10 significativa a 12,5 pg/kg con todas
las moléculas, que fue mas bien transitoria, retornando al momento inicial a las 24 horas
(FIG. 140U).

IgG4 CD38yh1XCD28s,pXCD3mid (FIG. 14V) e 1gG4 CD38y11XCD28cynXCD3mia (FIG.
14W) indujeron ambas el agotamiento de las células T en sangre a dosis mas altas. De un
modo  similar, 9G4 CD38hhy1370XCD285,pXCD3mig (FIG. 14X) e 1gG4
CD38hhy1370XCD28cyniXCD3mid (FIG. 14Y) también indujeron agotamiento de células T en
sangre a dosis mas altas. Sin embargo, las células T comenzaron a reaparecer en la
sangre 24 horas después del tratamiento con cualquiera de las cuatro proteinas de union
triespecificas (FIG. 14Z-14AC). Las FIG. 14AD y 14AE muestran la cantidad de 1gG4
CD38vH1XCD28,,;xCD3mia unida a células T CD4+ después de la administracion de una
dosis de 100ug/kg. Las FIG. 14AF y 14AG muestran la cantidad de IgG4
CD38vH1XCD28s,,;xCD3mis unida a células T CD8+ después de la administracion de una
dosis de 100upg/kg. Estos datos demostraban claramente que el Ab IgG4
CD38y+H1XCD284,,;XCD3mia se puede unir a células T in vivo con un tiempo prolongado (48-
72 horas).

Ejemplo 7: Optimizacion de la farmacocinética/farmacodinamica por
variantes de Fc

Materiales y métodos

Se capturaron Fcy RI humano recombinante etiquetado con 6-His C-terminal (R&D

Systems Num. 1257-FC-050), Fcy RIIA humano recombinante etiquetado con 10-His C-
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terminal (R&D Systems Num. 1330-CD-050/CF) y FcyRIlll humano recombinante
etiquetado con HPC4 C-terminal (V158 o F158) en un chip Biacore. Se inyectaron
anticuerpos a 200, 100 y 50 nM durante 2 min, seguido de 2 min de disociacion en
tampén HBS-P+, CaCl2 2 mM pH 7,4 a una velocidad de flujo de 30 uL/min utilizando
Biacore 200. Se mostro la curva de union a 200 nM.

Se utiliz6 el ensayo ELISA que empleaba Receptor Fc Neonatal (FCRn) humano
recombinante etiquetado con HPC4 C-terminal para medir las propiedades de union de
las proteinas de unién triespecificas con diferentes modificaciones de Fc. Brevemente, se
utilizé el Receptor Fc Neonatal (FcRn) humano recombinante para recubrir la placa de
ELISA (Nunc 80040LE) (2 ug/ml en PBS) durante la noche. Se afiadieron proteinas de
unién triespecificas diluidas seriadamente con diferentes modificaciones de Fc a cada
pocillo y se incubaron a la temperatura ambiente durante una hora, seguido de lavado e
incubacién con anticuerpo secundario anti-lgG humana marcado con HRP.

Resultados

A continuacion se sometieron a ensayo variantes de proteinas de unién
triespecificas descritas anteriormente para determinar su unién a diversos receptores Fc
con el fin de optimizar la farmacocinética (PK)/farmacodinamica (PD).

Las variantes de Fc humanas se caracterizaron por la union a FcyR | (FIG. 15A),
FcyR lla (FIG. 15B), y FcyR llib/c (FIG. 15C) como se describid anteriormente. Las
variantes sometidas a ensayo fueron IgG1 humana, 1gG4 humana, e IgG4 humana con
mutaciones FALA (F234A y L235A de acuerdo con el indice UE) con una proteina de
union triespecifica de control.

Como se muestra en las FIG. 15A-15C, IgGl e IgG4 de tipo salvaje fueron

capaces de unirse a FcyR | y FcyR lla, pero no a FcyR lllib/c, como se ha informado

previamente. Las mutaciones FALA en IgG4 eliminaron la union a FcyR |y FcyR lla. Sin
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desear estar limitado por la teoria, se piensa que la eliminacion de la union a FcyR |y
FcyR lla puede mejorar la PK/PD al eliminar la acumulacion no deseada a través de las
interacciones Fc/FcyR.

A continuacion, se examinoé la variante FALA de 1gG4 para determinar la unién a
FcRn. La variante, asi como la 1gG4 de tipo salvaje, se unieron a FcRn (FIG. 16). Estos
resultados demuestran que las mutaciones FALA en IgG4 no afectan a las interacciones
entre Fc de 19G4 y FcRn, implicando un impacto minimo sobre la semivida de la proteina
de union.

Los parametros PK de 1gG4 CD38ynixCD28supXCD3mid, IgG4 FALA
CD38vH1XCD285pXCD3mig, 1gG1 LALA P329A LALA CD38yHiXCD28sxXCD3mig, € 1gG4
FALA CD38hhy1370XCD28s,pXCD3mid, determinados en ratones NSG, se resumen en la
FIG. 17. Las modificaciones de Fc de 1gG4 mostraron una semivida y una AUC
significativamente mejoradas en ratones NSG al eliminar la union a FcyRI especifica de
NSG, que es abundante en macréfagos.

Ejemplo 8: Activacidn in vitro y eficacia anti-tumoral in vivo de proteinas de
union triespecificas anti-CD38

Materiales y métodos

Liberacién de citocinas a partir de PBMC humanas

Las PMBC humanas se incubaron con 100 pM de proteinas de union durante 24
hrs. Los sobrenadantes se recogieron y se midieron las citocinas por medio de Luminex
utilizando placas Drop Array (por triplicado). Para los experimentos que utilizaban células
diana tumorales, las PMBC humanas se incubaron con 100 pM de anticuerpos y con, o
sin, células diana RPMI-8226 a una razén E:T 10:1 durante 24 hrs. Los sobrenadantes se

recogieron después de que las PBMC se incubaran con proteinas triespecificas y se
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sometieron a ensayo para determinar las citocinas con el kit MILLIPLEX® MAP y se
analizaron en un MAGPIX® System.

Ensayo Bcl-xL

Se incubaron células T clasificadas negativamente a partir de PBMC
(magnéticamente) con Ab unidos a placas 100 nM durante 1 dia. A continuacion las
células T se lavaron y se tifieron con anticuerpos conjugados fluorescentemente
especificos para marcadores de células T y Bcl-xL y se analizaron en un citdbmetro de
flujo.

Proliferacion de células T

Se incubaron células T clasificadas negativamente a partir de PBMC (separacion
de células en esferas magnéticas) con Ab unidos a placas (100 nM) durante 1 a 6 dias.
Las células totales se contaron mediante citometria de flujo utilizando esferas de recuento
en dias especificos después del inicio de la incubacion. La multiplicidad de cambio se
calculé a partir de los recuentos de células el Dia 0 (500 células/uL). Resultados de 3
donantes de PBMC.

Expresion de IL-2

Se incubaron Células Jurkat IL2-luc2P GloResponse™ con proteinas triespecificas
durante 6 horas, a continuacién se utilizé el sistema de ensayo de luciferasa Bio-Glo™

para detectar la expresion del gen informador de luciferasa.

Activacion in vitro de PBMC
Se determind la activacion (CD69*) de células PBMC humanas tratadas con
anticuerpos triespecificos anti-CD38xCD28xCD3 o proteina de unién IgG4 de control.

Eficacia in vivo en modelo de tumor diseminado
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Para el modelo de raton NSG de hu-PMBC diseminadas, se inyectaron 1-5 x106
células en cada ratén intravenosamente el dia 0. El dia 3, se tomaron las imagenes de
luminancia en el momento inicial para la aleatorizacién. El dia 4, se reconstituyeron
10x106 PBMC humanas de donantes sanos para cada ratdon intraperitonealmente (IP).
Los ratones se trataron semanalmente los dias 5, 12, 19 utilizando las dosis indicadas. Se
tomaron imagenes corporales de luminancia semanalmente el dia 10, 17, 24 para
controlar el volumen tumoral en cada animal. Al terminar el estudio, se recogieron sangre,
bazo, hueso y médula 6sea para su estudio histopatolégico.

Resultados

Las proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 que
contenian mAb2 con la regién Fc variante FALA de 1gG4 causaron niveles marcadamente
reducidos de liberacion de IFN-y no especifico en PBMC humanas, en comparacion con
proteinas de unién similares con regiones Fc de tipo salvaje (FIG. 18A). Se observaron
resultados similares con la liberacion de IL-2 (FIG. 18B) y TNF-a (FIG. 18C). En gran
medida, la liberacion de citocina fue significativamente menor para estas proteinas de
union triespecificas con variante de Fc que para el anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-
CD3 de referencia. Estos resultados implican una mejora del perfil de seguridad de las
proteinas de union triespecificas con variantes de Fc debido a una reduccion en la
liberacion de citocina no especifica.

Las variantes de Fc de IgG1 e IgG4 CD38vH1XxCD28s,pXxCD3mid que contenia mAb2
y CD38hH71370XCD28s,;xCD3mia que contenia mAb6 también condujeron a la activacion in
vitro de las PBMC humanas (FIG. 18D).

La co-estimulacion inmunitaria mediante ligacion de CD28 es necesaria para la
supervivencia y proliferacion de células T; la sefializacion de TCR sola no da como

resultado la proliferacion de células T (Sharmee y Allison (2015) Science 348:56-61). La



10

15

20

25

243

proteina de union triespecifica CD38yvn11xCD28s,,XCD3mia condujo a la induccién de Bcel-xL
en células T tanto CD4+ como CD8+, mientras la eliminacion de los dominios de union a
antigeno CD28 o CD3 eliminé este efecto (FIG. 19A y 19B). Estos resultados
demuestran, como se esperaba, que son necesarios los brazos de unidn tanto CD3 como
CD28 para la induccién Bcl-xL en células T por las proteinas de union triespecificas anti-
CD38, suministrando de ese modo una sefial pro-supervivencia a las células T. El brazo
anti-CD28 de la proteina de unién triespecifica es critico para la regulacién positiva de
Bcl-xL pro-supervivencia en las células T. Cuando se compar6é con un anticuerpo anti-
CD38xanti-CD3 de referencia, la proteina de unién triespecifica CD38y11xCD28xCD3
condujo a una mayor regulacion positiva de Bcl-xL en células T CD4+y CD8+ (FIG. 19C y
19D).

Para determinar el impulsor primario de la activacién de las células T por las
proteinas de union triespecificas CD38yH1XCD28supXCD3mig, S€ utilizo la expresion de IL-2
en una linea Jurkat informadora de células T Jurkat que contenia el promotor de IL2
humana que impulsaba el informador de luciferasa para medir la activacion. La mutacién
por inactivacién de un gen del dominio de union anti-CD3 condujo a la eliminacion de la
activacion de células T, demostrando que la activacion de células T es un efecto
especifico de la ligacion a CD3 (FIG. 19E). Estos resultados muestran que anti-CD3 es el
impulsor primario de la activacion de células T por proteinas de union triespecificas, y que
anti-CD28 también contribuye significativamente a la sefial de activacion de células T.
También se examiné el impulsor primario de la liberacion de citocinas utilizando PBMC
humana (FIG. 19F). Examinando la liberacibn de TNF, IFNg, IL-2, IL-6, y IL-10, se
encontré que CD3 es el determinante primario de la liberacién de citocina. Se encontrd

gue CD28 tenia una minima contribuciobn. También se encontré6 que las proteinas de
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union triespecificas con anti-CD38vw1 inducian menos liberacion de citocinas que el
comparador de referencia.

También se examind la proliferacion de células T. La activacion de células T
utilizando proteina de unién triespecifica anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con la variante
de Fc FALA de IgG4 condujo a una mayor proliferacion que el control de isotipo o de
referencia (FIG. 19G). Esta activacion se redujo tras la mutacion de los dominios de unién
a antigeno anti-CD28 o anti-CD3 (FIG. 20).

A continuacién se utiliz6 el modelo de ratbn NSG humanizado para los
experimentos de crecimiento de tumores sélidos in vivo. A los ratones se les implantaron
en la semana 6-8 células de mieloma humano RPMI8226. En la semana 9, se introdujeron
PBMC humanas por medio de inyeccion ip, las hPBMC se reconstituyeron, y se
administré terapia anti-tumoral en las semanas 10-13. A 56 ratones hembra NSG
humanizados con PBMC se les implantaron 5 millones de células RPMI8226 en matrigel
al 50%, y los ratones se seleccionaron y se aleatorizaron en el estudio el dia 5 0 6
después de la implantacion. Este modelo sirve como modelo de tumor in vivo en ratones
con células T maduras humanas.

Asimismo se sometieron a ensayo las proteinas de union triespecificas en un
modelo de raton NSG de crecimiento de tumor diseminado, utilizando células de mieloma
humano NCI-H929-Luc y sometiendo a ensayo el crecimiento tumoral por medio de
luminiscencia. La proteina de union triespecifica CD38y11XCD28s,,XxCD3mia con la variante
de Fc FALA de IgG4 mostr6 una eficacia anti-tumoral dependiente de la dosis,
estadisticamente significativa en este modelo de tumor diseminado a 30 pg/kg (FIG. 21).
La proteina de union triespecifica CD38y1370XCD28s,sXCD3mig con la variante de Fc

FALA de IgG4 también mostré una eficacia anti-tumoral dependiente de la dosis,
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estadisticamente significativa en este modelo de tumor diseminado a 30 pg/kg y 10ug/kg
(FIG. 22).

Las proteinas de unién triespecificas 1gG4 FALA CD38yH1XCD28s,p;XCD3mia que
contenia mAb2 e IgG4 FALA CD38hny1370XCD28s,pXCD3mia que contenia mAb6 mostraron
potentes actividades de destruccién tumoral in vitro contra células de mieloma NCI-H929-
Luc utilizando PBMC humanas de dos ratones NSG humanizados donantes (FIG. 23A y
23B). La proteina de union triespecifica IlgG4 FALA CD38yH1XCD28s,pXCD3mia mostré una
actividad contra el tumor in vivo superior, en comparacién con un anticuerpo biespecifico
de referencia, en el modelo de tumor diseminado (FIG. 23C). Los valores P de la
comparacion con el control de vehiculo (PBS) se determinaron como sigue: 1gG4 FALA
CD38y11XCD28sypxCD3mi¢: p=0,0023; 1gG4 FALA CD38hHy1370XCD28s,pXCD3mia: p=0,0088;
Fab-scFv-Fc CD38xCD3 biespecifico de referencia: p=0,6045.

Tomados juntos, estos resultados demuestran un candidato anti-CD38 mejorado
con una regién Fc variante que muestra una mayor semi-vida, una liberacién de citocinas
no especifica reducida, y mayor eficacia anti-tumoral in vivo.

Ejemplo 9: Caracterizacion adicional de proteinas de union triespecificas
anti-CD38

Se requieren dos sefales para estimular las células T hacia una funcién efectora
Optima y una proliferacion sostenida. La activacibn mediada por el complejo receptor de
células T (TCR)-CD3 induce la activacion transcripcional que conduce a la secrecion de
citocinas. El compromiso de una segunda proteina de membrana superficial, CD28,
estimula una via alternativa de transduccion de sefiales e inhibe la muerte celular
programada (Esensten JH, Helou YA, et al. Immunity 44: 973-88 (2016); Hui E, Cheung J,
et al. Science 355: 1428-1433 (2017)). En ausencia de una segunda sefial, la estimulacion

de células T a través de CD3 solo conduce tipicamente a la muerte celular inducida por
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activacion (Chai JG, Lechler RI. Int Immunol. 9: 935-44 (1997)). Se planted la hip6tesis de
que la proliferacién de células T podria aumentarse combinando especificidades contra
estas dos dianas diferentes.

La FIG. 24A muestra un ensayo informador de luciferasa que se llevo a cabo
utilizando Células Jurkat IL2-luc2P GloResponse™ (Promega) después de la estimulacién

por CD38,,,,/ CD28_ xCD3 .,y sus mutantes KO de sitio de unién unico o KO triples a

una concentracion 10 nM. Estos datos ilustran la contribucion de CD28 a la estimulacion
de células T (p.ej., sefalizacion NFAT).

Usando el formato de Ab biespecifico cruzado de doble variable (CODV)
(Steinmetz A, et al. MAbs 8: 867-878 (2016)), se evaluaron combinaciones de Fv de a-
CD3¢ (sefial 1) y a-CD28 (sefial 2) para determinar si el doble compromiso de estas
moléculas de la superficie celular podria estimular y mantener la activacion de las células
T (Figura 24B). Se us6 un Ab anti-CD3 Fve de afinidad media (KD ~ 20 nM) para evitar la
estimulacion del receptor de células T de alta afinidad que causa una liberacién de
citoquinas de alto nivel y aumenta el riesgo del sindrome de liberacion de citocinas. Este
agonista de CD3 se prob6 en ambas posiciones del brazo dual en combinacién con un Ab
CD28 superagonista que se habia demostrado con anterioridad que soportaba la
proliferacion de células T (Waibler Z, Sender LY, et al. PLoS One 3:€1708(2008)). Estos
anticuerpos biespecificos monovalentes se incubaron con PBMC humanos in vitro, y se
midio la estimulacion de las células T mediante la secrecion de interferén-y e IL-2. Si bien
ambas orientaciones eran activas, se observo la liberacion 6ptima de estas citocinas con
CD3 en la posicion proximal y CD28 en la posicion distal (FIG. 24B). Este brazo dual se
selecciond para emparejarse con un anticuerpo anti-CD38 en el formato Ab triespecifico

(Xu L, Pegu A, et al. Science 358:85-90 (2017)).
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La FIG. 25 muestra que la regulacion positiva del miembro de la familia Bcl-2 Bcl-

4 €s dependiente de

XL en células T primarias inducidas por CD38y,,,/ CD285upxCD3mi
CD28. Estos datos ilustran la contribucion de CD28 a la supervivencia de las células T.

La FIG. 26 muestra que anti-CD28 en el Ab triespecifico proporcionaba una
sefializacién secundaria esencial para soportar la proliferacion de células T primarias in

vitro. Estos datos ilustran la contribucién de CD28 a la proliferacién de células T.

Tomados juntos, estos datos muestran que anti-CD28Sup en el anticuerpo
triespecifico CD38yy,,,/ CD28supxCD3mid proporciona funcionalidades significativas en la

activacion de células T, la supervivencia y la proliferacion in vitro.

La FIG. 27 muestra la configuracién del anticuerpo triespecifico, codificado por un
anticuerpo parental. También se muestra un modelo de estructura del Ab triespecifico
CD38VH1/CD28s,x:xCD3mia obtenido basandose en estructuras cristalinas de Fab Vui anti-
CD38 y Fab CODV CD28s,,/CD3mis (derecha).

Las FIG. 28A y 28B muestran que las células de mieloma mdultiple (MM) con una
expresion en la superficie de CD38 elevada (RPMI-8226; FIG. 28A) y baja (KMS-11; FIG.
28B) fueron lisadas de manera eficaz por las PBMC humanas (E:T=10:1) incubadas con
diversas concentraciones del Ab triespecifico. La contribucibn a la actividad de
destruccién por cada sitio de union se demostrd por las mutaciones KO del sitio de union.
Estos datos demuestran que el anticuerpo triespecifico de CD38 lisaba las células MM
humanas a través del reconocimiento tanto de CD38 como de CD28. CD28 expresado en
células de Mieloma Multiple proporcion6 una diana secundaria por el anticuerpo

triespecifico CD38yy,,,/ CD283upxCD3mi 4 FALA, potenciando significativamente su actividad

de destruccion.
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Las FIG. 29A-29C muestra que el mutante anti-CD28_ o del Ab triespecifico

mostraba una actividad anti-tumoral marcadamente reducida contra células MM CD38high,

CD38_ ., y CD38,, in vitro. Se muestran ensayos que utilizan células RPMI-8226 (FIG.
29A), U266 (FIG. 29B), 0 KMS-11 (FIG. 29C). La expresiéon de CD28 en células MM
aumentd sus susceptibilidad a la citolisis mediada por el anticuerpo triespecifico para
CDa38.

La FIG. 30 muestra los resultados de un estudio de eficacia in vivo en un modelo
de linea celular de mieloma mudaltiple humano diseminado utilizando un ratbn NSG
reconstituido con células T primarias humanas amplificadas in vitro. La reduccion de la
carga tumoral en los grupos de tratamiento con anticuerpo triespecifico CD38Vui/
CD28s,pxCD3mia_FALA fue dependiente de la dosis y estadisticamente diferente. De este
modo, el anticuerpo triespecifico para CD38 confirid proteccién contra el crecimiento
tumoral de células MM humanas diseminadas in vivo.

Un estudio microscépico demostré adicionalmente la destruccion de células
cancerosas por células T humanas primarias mediada por el anticuerpo triespecifico in
vitro. Las FIG. 31A y 31B muestran imagenes microscopicas que demuestran que RPMI-
8226 (células de MM humanas, marcadas con colorante CellTracker Deep Red) eran

lisadas por PBMC humanas mediadas por el anticuerpo triespecifico CD38y,,/
CD285upxCD3mid FALA. La FIG. 31A muestra el control, mientras la FIG. 31B muestra la
lisis mediada por el anticuerpo triespecifico CD38yy,,,/ CDZSSprCD?,mid FALA. Se utilizd

una razoén E:T 10:1 con 24 horas de incubacion. La exposicion al Ab control mutante triple
nulo indujo cambios minimos en la viabilidad de las células tumorales durante 24 horas
(FIG. 31A). Por el contrario, la incubacién con el Ab triespecifico CD38 activo CD38 indujo

una agrupacion sustancial de células T alrededor de las células tumorales, lo que condujo
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a su lisis casi completa (FIG. 31B). Estos datos demuestran que el anticuerpo triespecifico
CD38/CD3xCD28 mediaba la citdlisis de células de mieloma por células T.

Ejemplo 10: La modificacién de los sitios de union al receptor Fc en la region
Fc de IgG4 de las proteinas de unién triespecificas anti-CD38 reduce la inflamacion
no especifica

La region Fc de los anticuerpos se une a los receptores celulares en los monocitos
y las células NK que inducen inflamacion inespecifica, lo que podria predisponer a los
sujetos de tratamiento al sindrome de liberacion de citocinas. El papel de los receptores
Fc en la estimulacion de la liberacién de citocinas se examiné mediante pruebas de
mutantes que eliminaron la unién de Fcyl, Fcylla,b y Fcylll. Para este propésito, se utilizé
un isotipo 1gG4 que no fija el complemento.

Se uso6 la unién en el ensayo de resonancia de plasmoén superficial (SPR) usando
el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor; Piscataway, NJ) para medir la afinidad de las
variantes de Fc de 1gG4 especificadas a los receptores de Fc humanos indicados
inmovilizados en el chip. Se usaron variantes de Fc de IgG4 a 150 nM. La unién al FcRn
humano se realiz6 usando ELISA recubriendo la placa con el antigeno FcRn humano.

Una mutacion (“FALA”) en la region Fc que ha sido descrita previamente (Alegre
ML, Peterson LJ, et al. Transplantation 57:1537-43(1994); véanse también Ejemplos 7-9)
elimind la union a todos los receptores Fc (FIGS. 32 & 33). Cuando se us6 para detectar
la liberacion inespecifica de citoquinas, abrogé la liberacion de IFN-y en las PBMC no
estimuladas mientras que permitia una estimulacion maxima en presencia de dianas
tumorales que expresaban CD38 (FIG. 34, izquierda vs. derecha, FALA). Este mutante
de Fc retenia su actividad citolitica sobre dianas de tumor de mieloma de modo
comparable al control de tipo natural de Fc en células que expresan niveles diferentes de

CD38 (FIG. 35). De manera similar, otra region de Fc de IgG4 mutada (“PVA,” véase FIG.
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32) que elimind la union a receptores Fc (FIG. 33) también abrogo la liberacion de IFN-y
en PBMC no estimuladas mientras que permitia una estimulacibn maxima en presencia
de dianas tumorales que expresaban CD38 (FIG. 34, izquierda vs. derecha, PVA) y
retenia su actividad citolitica sobre dianas de tumor de mieloma de modo comparable al
control de tipo natural de Fc en células que expresan niveles diferentes de CD38 (FIG.
35).

Ejemplo 11: Contribucién de anti-CD38 y anti-CD28 a la actividad citolitica de las
proteinas de union triespecificas

Se generaron mutantes de Ab triespecificos para cada sitio de union o
combinacién de sitios de unién y se usaron para detectar su actividad citolitica contra
lineas celulares de mieloma mudltiple con alta (RPMI-8226) o baja (KMS-11) expresion de
CD38y CD28 en su superficie.

Como se ha indicado anteriormente en relacién con las FIGS. 28A & 28B, la
mutacion de la unién especifica de CD3 abrogaba la citolisis, mientras que las
mutaciones anti-CD38 y CD28 nulas mostraron muerte marcadamente reducida, pero se
retenia alguna funcién residual, lo que indicaba que ambas anti-CD38 y CD28 contribuian
a la muerte de las células tumorales.

Comparado con el daratumumab (el anticuerpo monoclonal a-CD38 autorizado
para el tratamiento del mieloma mudltiple; see McKeage K. Drugs. 76:275-81(2016)), el Ab
triespecifico mostré una notable potencia mortal 3-4 unidades logaritmicas mayor in vitro
contra diferentes lineas celulares que expresan CD38, incluidas ambos tipos CD38high Y
CD38iow de células de mieloma mdltiple (FIG. 36).

Ejemplo 12: Ab CD38/CD3xCD28 estimula las respuestas de memoria central

CD4y CD8, Thly frente a antigenos especificos
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Para determinar si el Ab triespecifico CD38/CD3xCD28 podria mejorar la funcion
inmunitaria celular, se evalué el fenotipo de células T expandidas in vitro.

Materiales y Métodos

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica a partir de sangre de
donantes humanos sanos recogida por Research Blood Components, LLC (Boston, MA).
Las PBMC se afiadieron a placas recubiertas con anticuerpos (350 ng/pocillo) (5 x 10°
células/mL), como se ha descrito mas arriba, y se incubaron a 37°C durante 3 y 7 dias.
Las células se recolectaron en puntos de tiempo especificos y se analizaron por citometria
de flujo para detectar los subconjuntos de células T: virgenes (CCR7+ CD45R0-), Tcm
(CCR7+ CD45R0+), Tem (CCR7- CD45R0O+), Tregs (CD4+ Foxp3+ CD25hi). Las células
también se trataron con monensina (GolgiStop) (BD Biosciences, CA) durante al menos 6
horas antes de la tincién del flujo para determinar la expresién de citoquina intracelular:
Thl (CD4+ IFN-y+), Th2 (CD4+ IL-4+), y Th1l7 (CD4+ IL-17+). Se detectaron células T
CD8+ especificas para pp65 de CMV usando pentamero conjugado fluorescente
restringido al HLA de donantes de PBMC (A*02:01/NLVPMVATYV) (Prolmmune, Oxford,
UK). Se obtuvieron PBMC a partir de HemaCare (Van Nuys, CA) a partir de donantes con
poblaciones positivas conocidas de CMV vy tipos de HLA. Las PMBC de donantes
negativos para el tipo de HLA restrictivo se usaron como control negativo. La tincién se
hizo siguiendo el protocolo del fabricante.

Resultados

Las PBMCs humanas se incubaron durante 7 dias con el Ab triespecifico o un
control negativo mutante triple en ausencia de citoquinas. EIl andlisis de los subconjuntos
CD4 reveld la mayor proliferacion en el conjunto de células de memoria central, con un
pequefio incremento en células de memoria efectora (FIG. 37A). El andlisis del

subconjunto CD4 también reveld la mayor proliferacion de células Thl (>6 veces) en
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comparacion con las células Th2 o Thl7 (FIG. 37B). En el subconjunto CD8, hubo un
incremento >150 veces en el subconjunto CD8 de memoria central en el dia 7, con un
incremento menor en células de memoria efectora (FIG. 37C). Es importante destacar
que las respuestas de CD8 especificas de antigeno preexistentes al CMV, dirigidas al
epitopo pp65 en donantes de HLA-A2 seropositivos usando tincion de tetramero (Gratama
JW, van Esser JW, et al. Blood 98:1358-1364(2001)), amentaron en >44 veces en
presencia de Ab triespecifico CD38 en comparacién con el control negativo (FIG. 37D).

En conjunto, estos datos indican que el Ab triespecifico CD38 estimula la funcién
de Thl y las respuestas protectoras de las células T de memoria CD8 que probablemente
que probablemente mejores la inmunidad anti-tumoral in vivo.

Ejemplo 13: CD28 en células de mieloma multiple aumenta el reconocimiento
por parte de las células T y la citélisis

Materiales y Métodos

Citometria de flujo

Los niveles de CD28 y CD38 en las lineas celulares tumorales indicadas se
determinaron por citometria de flujo usando el kit QIFI (Dako, Denmark, cat. # KO07811)
como esta descrito (S4). Brevemente, se usaron anticuerpos de ratén CD38 antihumanos
(clon AT13/5, IgG1 de ratén, Santa Cruz Biotech, cat # 59028) y CD28 antihumanos (clon
CD28.2, 1gG1 de raton, k, BioLegend, cat # 3029123) como anticuerpos primarios (a 10
ug/ml) para detectar CD38 y CD28 de superficie en lineas celulares usando el protocolo
del fabricante. Las densidades superficiales se calcularon utilizando los estandares de
calibracion del kit QIFI y la formulacion proporcionada por el kit.

Generacion de lineas celulares de mieloma mdltiple CD28 KO humano usando

desactivacion mediada por CRISPR
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Para la linea celular KMS-11, la desactivacion de CD28 se realiz6 usando el kit de
desactivaciéon de CRISPR CD28 humano (Origene). El kit contiene un vector donante con
un casete funcional de GFP-puromicina y dos vectores Cas-9 caracteristicos cada uno
con un ARN guia predisefiado diferente (QRNA 1. TACCTGTTACTTGAATTGAA (SEQ ID
NO:117) y gRNA 2: ATTTTTTGAGGTCTTCCAAT (SEQ ID NO:118) que dirigen al Exén 1
y al Intrébn 1 de CD28, respectivamente). Las células se sembraron en una placa de 6
pocillos a una densidad de 3.10° células/pocillo en RPMI 1640 GlutaMAX Medium
enriquecido con 10% FBS y se cotransfectaron después de 24 horas con los tres vectores
usando Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (ThermoFisher Scientific) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se afiadié puromicina 48 horas después de la
transfeccion a una concentracion final de 0,5 pg/mL. La eficiencia de la transfeccion fue
del 30% cuando se usaron 6,25 pL/pocillo de Lipofectamine™ 3000, 1,25 pg de cada
vector Cas-9/gRNA y 2,5 ug del vector donante de GFP-puromicina. La desactivacion de
CD28 sobre la linea de células RPMI 8226 se llevd a cabo usando el conjunto de
Lentivirus todo en uno CD28 sgRNA CRISPR (Applied Biological Materials Inc.). Consiste
en un conjunto de 3 vectores todo en uno lentivirales que expresan el gen Cas9, un gen
de resistencia a puromicina 'y un  sgRNA diferente  (sgRNA  1:
ATTGTCGTACGCTACAAGCA (SEQ ID NO:119) que se dirige al exén 2 de CD28 y
SgRNA 2: CAAAAGGGCTTAGAAGGTCC (SEQ ID NO:120) y sgRNA 3
CTATAGCTTGCTAGTAACAG (SEQ ID NO:121) que se dirige al exén 3 de CD28). Las
células se infectaron utilizando un protocolo de espinoculacién con 2.10° células
mezcladas con particulas lentivirales (10Ul/célula), 8 pg/mL de polbreno y mejorador de
transduccion 1:100 ViralPlus Transduction Enhancer (Applied Biological Materials Inc.). La
mezcla se preincubd durante 20 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugo

durante 30 minutos a 32°C y 800xg y se sembré en una placa de 12 pocillos. Se afiadié
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puromicina 48 horas después de la infeccion a una concentracion final de 0,25 pg/mL.

Ambas lineas de células se sometieron a al menos 5 pases (0 hasta que se estabilizé la

viabilidad celular) antes de confirmar la disminucién de CD28 al nivel de proteina por

citometria de flujo (CD28 PE Clone 28.2 antibody - BioLegend). Las células negativas en

CD28 después se clasificaron en un clasificador de células Sony SH800S Cell Sorter y se

cultivaron en un medio enriquecido con 0,25 pg/mL o 0,5 pg/mL de puromicina, 100

Unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (ThermoFisher Scientific).

Después se clonaron las células por dilucion limitante y la desactivaciéon de CD28 se

validé por citometria de flujo y por PCR y secuenciacion de Sanger usando los cebadores

directo e inverso que se mencionan a continuacion.

Tabla R. Lista cebadores directos e inversos.

Linea Tamafio
celu-  Amplicén Cebadores del Comentarios
lar amplicén
F:
CACAACCTGTCCCCATCCTATGAA Valida la insercién del
r1<:v|s- CD28_GFP_izquierda (RS,EQ ID NO:122) 1475  casetede GFP-
; puromicina (lado
AAGCTGCCATCCAGATCGTTATCG izquierdo)
(SEQ ID NO:123)
F:
CCAAATTAAGGGCCAGCTCATTCC Valida la insercién del
CD28 PURO_derecha (o-d 1D NO:124) 1233pp  CaSete de GFP-
- - R: puromicina (lado
ACCTGTACATCCTTGGGCAAATCC derecho)
(SEQ ID NO:125)
Region que rodea la
unién exon1-intron1
F: de CD28
GTCAGGATGCCTTGTGGTTTGAGT correspondiente al
(SEQ ID NO:126) Variable; sitio de inserciéon del
CDZSEExonC| R: WT=720 casete de GFP-
CAGAGCTTCCAGAGCCAATCTAC puromicina y/o
(SEQ ID NO:127) inserciones/deleciones
después de la escisién
CRISPR
RPM| F: Variable;  Regidn que rodea el
8226 Exon_2 CCATGTACTGCCTTCTGGGTGAAA WT=682  exdn 2 de CD28
(SEQ ID NO:128) bp correspondiente a



255

R: CCACTGACCACAACCCAGTTTT sitios de escision

(SEQ ID NO:129) CRISPR

F: AGGCCATTGGAAGTCACCGTTT Regidn que rodea el

(SEQ ID NO:130) Variable;  exdén 3 de CD28
Exon_3 R: WT=816  correspondiente a

GCCAACATTGTCCATTGGCTTCAG bp sitios de escision

(SEQ ID NO:131) CRISPR

Resultados

CD28 se incorpor6 al Ab triespecifico para mejorar la proliferacion y supervivencia
de las células T; sin embargo, cuando se evaluaron los marcadores de la superficie
celular en células de mieloma multiple, se encontr6 que la mayoria de las lineas celulares
(> 95%) expresaban la glucoproteina CD28 (Tabla S).

Tabla S. Expresién de la superficie celular de CD28 y CD38 en lineas

celulares de mieloma multiple humano.

Linea celular CD28 CD38
JIN3 1.040 50
KMS-11 (p17) 35.345 2.845
U266 170.525 13.825
L-363 9.145 17.500
MM.1S 56.560 44.535
MM.1R 66.220 49.160
KMS-12BM 0 62.845
RPMI 8226 83.915 136.255
NCI-H929 22.065 153.620
LP-1 7.420 372.835
U266-CD38++ 126.465 633.805

JIN3-CD38 0 714.805
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MOLP-8 245 885.030
NCI-H929-CD38++ 22.935 981.310
RPMI 8226-CD38++ 86.320 1.419.120

Se ha dado a conocer que la expresion de CD28, a pesar de estar ausente en
células plasmaticas normales (Almeida J, et al. British J. of Haematol. 107:121-
131(1999)), puede ser detectada en células plasméticas de mieloma primario de
aproximadamente la tercera parte de los nuevos pacientes diagnosticados (Mateo G, et al.
Clin. Cancer Res. 11:3661-3667(2005)). Mas aun, su frecuencia aumenta durante el
progreso del mieloma y guarda relacién con un mal prondstico y unas caracteristicas
agresivas del mieloma (Robillard N, Jego G, et al. Clin Cancer Res. 4:1521-6(1998); Nair
JR, Carlson LM, et al. J Immunol. 187:1243-53(2011)).

Para determinar si la expresion de CD28 sobre las células diana podria mejorar el
reconocimiento por parte de las células T y la lisis, se compar6 la actividad de Abs
triespecificos de tipo natural vs. deficientes en CD28 sobre tres lineas de mieloma
independientes con grados variables de expresion de CD38 and CD28. Como se ha
indicado antes en el Ejemplo 9 y en las FIGS. 29A-29C, se obervo citolisis en las tres
lineas, independientemente del nivel de expresién de CD28 por el anticuerpo triespecifico
CD38; sin embargo, frente a todas las lineas celulares, la actividad citolitica del Ab
triespecifico deficiente en CD28 disminuyé en mas de 30-100 veces, observandose la
méxima disminucion sustancial en la linea celular KMS-11 que mostr6 la menor expresion
de CD38 (cf. WT vs. ACD28, FIG. 29C vs. FIG. 29A or FIG. 29B).

La contribucién de CD28 al reconocimiento de células tumorales y la lisis se
confirmé ademdas usando desactivacion mediada por CRISPR de CD28 sobre la célula

diana de mieloma. La expresion de CD28 fue indetectable en células KMS-11 CD28KO
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comparando con la linea parental (FIG. 38, panel superior, derecho vs. izquierdo). La
sensibilidad de las células KMS-11 CD28KO a la citolisis por parte de las células T se
redujo concomitantemente 10-100 veces (FIG. 38, panel inferior, izquierdo). En
consonancia con este efecto, no se observaron diferencias en la citélisis con el anticuerpo
triespecifico CD38 en comparacién con el anticuerpo mutante deficiente en CD28
triespecifico sobre las células mutantes CD38 KO (FIG. 38, panel inferior, derecho).

Ejemplo 14: Citolisis del Ab triespecifico CD38 frente a lineas de células de
cancer hematolégico CD38*

Los ejemplos anteriores demuestran que los anticuerpos anti-CD38/CD3/CD28
triespecificos promueven la citélisis de células de mieloma multiple. Se prob6 la capacidad
de estos anticuerpos para promover la citdlisis de otras lineas celulares de cancer.

Como se indica en la FIG. 39, un Ab mutante FALA triespecifico CD38/CD28xCD3
tuvo una actividad citolitica dirigida a lineas CD38*CD28, incluidas leucemia mielocitica
aguda (AML (KG-1)), un linfoma de células B (OCI-Ly19), leucemia linfocitica T aguda
(ALL (KOPNB8)), y linfoma linfocitico crénico (CLL(Z-138)). Esto demuestra que los
anticuerpos triespecificos anti-CD38/CD3/CD28 tienen actividad contra otras lineas
celulares de cancer hematoldgico CD38+, incluidas las que son CD28-.

Ejemplo 15: La activacién in vitro de PBMC humanas por el superagonista de
a-CD28 requiere bivalencia del anticuerpo

Se llevé a cabo la activacion in vitro de PBMC humanas por TGN1412 (TGN), un
solo brazo de union TGN1412(TGNslg) y un solo brazo de unién anti-CD28s,,(CD28sy,S1g)
como esta descrito (Findlay L, Eastwood D, et al. J Immunol Methods 352:1-12 (2010)).
Se sembraron 10° PBMCs humanas sobre placas de 96 pocillos de polipropileno

revestidas en seco con los anticuerpos indicados (1 ug/pocillo) durante 24 horas como se
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ha descrito previamente. Se midieron citoquinas tales como IFN-y, TNF-a, e IL2 en el
sobrenadante por Luminex como se describe en el Ejemplo 8.

La inclusién de una sola especificidad del superagonista de CD28 también redujo
la liberacién inespecifica de citoquinas observada con el mAb superagonista de CD28
(FIG. 40) previamente asociada con sus efectos adversos como IgG nativa en seres
humanos (Suntharalingam G, Perry MR, et al. N Engl J Med 355:1018-1028(2006)). En
cambio, la co-estimulacién por el Ab triespecifico incrementd la potencia y la
superviviencia de las células T que lisan y progen contra tumores. Mas interesante aun, el
anticuerpo triespecifico CD38 amplifica de forma preferente las poblaciones de células
Thl y Tcm in vitro, exhibiendo una importante caracteristica que difiere de los Abs
monoclonales agonistas de a-CD3 o superagonistas de a-CD28 usados para propagar
Treg para inducir tolerancia (Penaranda C1, Tang Q, Bluestone JA. J Immunol. 187:2015-
22.(2011); Tabares P, Berr S, et al. Eur J Immunol. 44:1225-36(2014)).

Tomados conjuntamente, los datos presentados en los Ejemplos 1-15 muestran
anticuerpos triespecificos anti-CD38/CD3/CD28 que estimulan una potente inmunidad
anti-tumoral mediante la participacion de dos receptores de sefializacion de células Ty la
mejora del reconocimiento de las célula diana. La unién a CD3 y CD28 desencadend la
sefializacion del receptor de células T que regulaba positivamente Bcl-xlI e inhibia la
apoptosis de células T, aumentando la funcion efectora de células T y la supervivencia. El
tercer brazo del Ab triespecifico interactu6 con CD38, que se expresa altamente en
células de mieloma multiple. Casualmente, CD28 también se expresa en las células de la
mayoria de los mielomas; por lo tanto, el Ab triespecifico mejoré el direccionamiento al
mismo tiempo que mejord la activacion de las células T y la citélisis. El anticuerpo

triespecifico optimizado lis6 las células de mieloma >1000 veces mas eficazmente que el
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daratumumab, un agente terapéutico de mAb anti-CD38, y mostr6 una potente actividad
antitumoral in vivo en un modelo de ratén humanizado.

Si bien la descripcion incluye diversas modalidades, se entiende que a los
expertos en la técnica se les ocurriran variaciones y modificaciones. Por lo tanto, se
pretende que las reivindicaciones adjuntas cubran todas estas variaciones equivalentes
gue entran dentro del alcance de la descripcion. Ademas, los encabezamientos de
secciones utilizados en la presente memoria tiene fines meramente organizativos y no se
deben considerar limitantes de la materia descrita.

Cada modalidad descrita en la presente memoria se puede combinar con cualquier
otra modalidad o modalidades a menos que se indique claramente lo contrario. En
particular, cualquier rasgo o modalidad indicado como preferido o ventajoso se puede
combinar con cualquier otro rasgo o rasgos o modalidad o modalidades indicados como
preferidos o ventajosos, a menos que se indique claramente lo contrario.

Todas las referencias citadas en esta solicitud se incorporan expresamente como

referencia a la presente memoria.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SANOFI

<120> ANTICUERPOS ANTI-CD38 Y METODOS DE USO

<130> 183952029940

<140> Sin asignar aun

<141> SimultAneamente con la presente
<150> US 62/570,655
<151>2017-10-10

<150> US 62/570,660
<151>2017-10-11

<150> US 62/676,221

<151> 2018-05-24

<150> EP 18187186.4

<151> 2018-08-03

<160> 110

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211> 256

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> dominio extracelular de CD38 (isoforma A)

<400>1

Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro
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1 5 10 15

Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu lle His Pro Glu
20 25 30

Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala

35 40 45
Phe lle Ser Lys His Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60

Leu Met Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys lle Leu Leu

65 70 75 80

Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg

85 90 95

Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp
100 105 110

Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys lle Asn Tyr Gln Ser

115 120 125
Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
130 135 140

Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp Val Val

145 150 155 160

His Val Met Leu Asn Gly Ser Arg Ser Lys lle Phe Asp Lys Asn Ser

165 170 175

Thr Phe Gly Ser Val Glu Val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys Val Gin
180 185 190

Thr Leu Glu Ala Trp Val lle His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp

195 200 205
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Leu Cys GIn Asp Pro Thr lle Lys Glu Leu Glu Ser lle lle Ser Lys
210 215 220

Arg Asn lle GIn Phe Ser Cys Lys Asn lle Tyr Arg Pro Asp Lys Phe

225 230 235 240

Leu GIn Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu lle

245 250 255

<210> 2
<211> 265
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> dominio extracelular de CD38 que contiene
una cola his en el extremo C
<400> 2
Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro
1 5 10 15
Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu lle His Pro Glu
20 25 30
Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala
35 40 45
Phe lle Ser Lys His Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60
Leu Met Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys lle Leu Leu

65 70 75 80
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Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg
85 90 95
Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp
100 105 110
Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys lle Asn Tyr GIn Ser
115 120 125
Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
130 135 140
Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp Val Val
145 150 155 160
His Val Met Leu Asn Gly Ser Arg Ser Lys lle Phe Asp Lys Asn Ser
165 170 175
Thr Phe Gly Ser Val Glu Val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys Val GIn
180 185 190
Thr Leu Glu Ala Trp Val lle His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp
195 200 205
Leu Cys GIn Asp Pro Thr lle Lys Glu Leu Glu Ser lle lle Ser Lys
210 215 220
Arg Asn lle GIn Phe Ser Cys Lys Asn lle Tyr Arg Pro Asp Lys Phe
225 230 235 240
Leu GIn Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu lle
245 250 255
Ser Ala Ser His His His His His His

260 265
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<210> 3

<211> 485

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> dominio extracelular de CD38 fusionado a

dominio de Fc humano en el extremo C

<400> 3

Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro

1 5 10 15

Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu lle His Pro Glu
20 25 30

Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala

35 40 45
Phe lle Ser Lys His Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60

Leu Met Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys lle Leu Leu

65 70 75 80

Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg

85 90 95

Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp
100 105 110

Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys lle Asn Tyr Gln Ser

115 120 125

Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
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130 135 140

Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp Val Val

145 150 155 160

His Val Met Leu Asnh Gly Ser Arg Ser Lys lle Phe Asp Lys Asnh Ser

165 170 175
Thr Phe Gly Ser Val Glu Val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys Val GIn
180 185 190
Thr Leu Glu Ala Trp Val lle His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp
195 200 205

Leu Cys GIn Asp Pro Thr lle Lys Glu Leu Glu Ser lle lle Ser Lys
210 215 220

Arg Asn lle GIn Phe Ser Cys Lys Asn lle Tyr Arg Pro Asp Lys Phe

225 230 235 240

Leu GIn Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu lle

245 250 255
Gly Ala Leu Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
260 265 270
Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
275 280 285

Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
290 295 300

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly

305 310 315 320

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn

325 330 335
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Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp
340 345 350
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
355 360 365
Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu
370 375 380
Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
385 390 395 400
GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle
405 410 415
Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
420 425 430
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
435 440 445
Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys
450 455 460
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu
465 470 475 480
Ser Leu Ser Pro Gly

485

<210> 4
<211> 265
<212> PRT

<213> Macaca fascicularis
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<220>
<223> dominio extracelular de CD38 que contiene
una cola his en el extremo C
<400> 4
Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Ser Gly Thr Thr Ser Arg Phe Pro
1 5 10 15
Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu Val His Pro Glu
20 25 30
Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala
35 40 45
Phe lle Ser Lys Tyr Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60
Leu Val Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys Thr Leu Leu
65 70 75 80
Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg
85 90 95
Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Met Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp
100 105 110
Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Phe Glu lle Asn Tyr GIn Ser
115 120 125
Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
130 135 140
Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Thr Ala Cys Gly Val Val
145 150 155 160

His Val Met Leu Asn Gly Ser Arg Ser Lys lle Phe Asp Lys Asn Ser
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165 170 175

Thr Phe Gly Ser Val Glu Val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys Val GIn

180 185 190
Ala Leu Glu Ala Trp Val lle His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp
195 200 205
Leu Cys GIn Asp Pro Thr lle Lys Glu Leu Glu Ser lle lle Ser Lys
210 215 220

Arg Asn lle Arg Phe Phe Cys Lys Asn lle Tyr Arg Pro Asp Lys Phe

225 230 235 240

Leu GIn Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Leu Ser Gly lle
245 250 255

Ser Ala Ser His His His His His His

260 265

<210>5

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de VH del mAb1l

<400> 5

GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

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

20 25 30
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Asn Met His Trp Val Lys Glu Thr Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met GIn lle Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210>6

<211>111

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de VL del mAbl

<400> 6

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

GIn Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Gly Asn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
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35 40 45
Lys Leu Leu lle Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Asp
65 70 75 80
Pro Val Glu Ala Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys
85 90 95
Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105 110

<210>7

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de HC del mAb1

<400> 7

GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala

1 5 10 15

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

20 25 30

Asn Met His Trp Val Lys Glu Thr Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe

50 55 60
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Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met GIn lle Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin

100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly

225 230 235 240

Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
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260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly
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<210> 8
<211> 218
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de LC del mAbl
<400> 8
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
GIn Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30
Gly Asn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Lys Leu Leu lle Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Asp
65 70 75 80
Pro Val Glu Ala Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys
85 90 95
Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
100 105 110
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
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130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210>9

<211>117

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de VH del mAb6

<400> 9

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gin Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45



10

15

20

25

275

Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de VL del mAb6

<400> 10

Ala lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle Arg Asn Asp

20 25 30

Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle

35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
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50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu GIn Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Asp Tyr lle Tyr Tyr Pro
85 90 95
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys

100 105

<210>11
<211> 446
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de HC del mAb6
<400> 11
GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GiIn Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80



10

15

20

25

277

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser
165 170 175
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205
Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220
Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly Pro Asp Val
225 230 235 240
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
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275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300
Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu Lys Thr lle
325 330 335
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

435 440 445

<210> 12
<211> 214

<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de LC del mAb6

<400> 12

Ala lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle Arg Asn Asp
20 25 30

Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle

35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu GIn Pro

65 70 75 80

Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Asp Tyr lle Tyr Tyr Pro

85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly

115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
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165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 13
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de VH1 del mAb2
<400> 13
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 14
<211>111
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de V.1 del mAb2
<400> 14
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly GIn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser
65 70 75 80

Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys



10

15

20

25

282

85 90 95
Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105 110

<210> 15
<211> 449
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de HC1 del mAb2
<400> 15
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin

100 105 110
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly
225 230 235 240
Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
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305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly

<210> 16

<211> 218

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> secuencia amino de LC1 del mAb2

<400> 16

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly GIn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro

35 40 45
Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser

65 70 75 80

Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys

85 90 95

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn

115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser

145 150 155 160

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr

165 170 175

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
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180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 17
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de VH3 del mAb3
<400> 17
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30
Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

85 90 95
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Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 18

<211>111

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de V3 de los mAb3 y mAb4 y mAb5

<400> 18

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr

20 25 30
Gly Asn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Arg Leu Leu lle Tyr Leu Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser

65 70 75 80

Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys
85 90 95

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
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100 105 110

<210> 19

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de HC3 del mAb3

<400> 19

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30

Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

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

115 120 125
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Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly

225 230 235 240

Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle

245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys

305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu
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325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly

<210> 20

<211> 218

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de LC3 de los mAb3 y mAb4 y mAb5

<400> 20
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Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
20 25 30

Gly Asn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro

35 40 45
Arg Leu Leu lle Tyr Leu Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser

65 70 75 80

Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys

85 90 95

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn

115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser

145 150 155 160

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr

165 170 175

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

180 185 190

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
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195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 21
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia amino de VH5 del mAb4
<400> 21
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Ser Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30
Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu lle Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin

100 105 110
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 22

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de HC5 del mAb4

<400> 22

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Ser Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30

Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin

100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
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115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly
225 230 235 240
Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys

305 310 315 320
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Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly

<210> 23

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia amino de VH6 del mAb5
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<400> 23
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30
Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu lle Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Glin
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 24

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia amino de HC6 del mADb5

<400> 24
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GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe
20 25 30

Asn Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

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

115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
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195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Ala Gly
225 230 235 240
Pro Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Leu Pro Glu Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

385 390 395 400
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Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly

<210> 25
<400> 25

000

<210> 26
<400> 26

000

<210> 27
<400> 27

000

<210> 28

<400> 28

000

<210> 29
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<400> 29

000

<210> 30

<211> 256

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<220>

<223> dominio extracelular de CD38

<400> 30

Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Ser Gly Thr Thr Ser Arg Phe Pro

1 5 10 15

Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu Val His Pro Glu
20 25 30

Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala

35 40 45
Phe lle Ser Lys Tyr Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60

Leu Val Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys Thr Leu Leu

65 70 75 80

Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg

85 90 95

Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Met Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp

100 105 110

Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Phe Glu lle Asn Tyr GIn Ser
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115 120 125
Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
130 135 140
Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg Phe Ala Glu Thr Ala Cys Gly Val Val
145 150 155 160
His Val Met Leu Asn Gly Ser Arg Ser Lys lle Phe Asp Lys Asn Ser
165 170 175
Thr Phe Gly Ser Val Glu Val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys Val GIn
180 185 190
Ala Leu Glu Ala Trp Val lle His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp
195 200 205
Leu Cys GIn Asp Pro Thr lle Lys Glu Leu Glu Ser lle lle Ser Lys
210 215 220
Arg Asn lle Arg Phe Phe Cys Lys Asn lle Tyr Arg Pro Asp Lys Phe
225 230 235 240
Leu GIn Cys Val Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Leu Ser Gly lle

245 250 255

<210> 31

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-H1

<400> 31
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Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe Asn

1 5

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-H2
<400> 32

lle Tyr Pro Gly Asn Gly Gly Thr

1 5

<210> 33

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1l/mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-H3
<400> 33

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr

1 5 10

<210> 34

<211> 10
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1l/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-L1
<400> 34

Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asn Gly Phe

1 5 10

<210> 35

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1l/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-L2
<400> 35

Leu Ala Ser

1

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb1/mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 CDR-L3

<400> 36
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GIn GIn Asn Lys Glu Asp Pro Trp Thr

1 5

<210> 37

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb2 CDR-H1

<400> 37

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Ala

1 5

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb2 CDR-H2

<400> 38

lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr

1 5

<210> 39

<211> 10
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2 CDR-L1

<400> 39

GIn Ser Val Ser Ser Tyr Gly GIn Gly Phe

1 5 10

<210> 40

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb2 CDR-L2
<400> 40

Gly Ala Ser

1

<210>41

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-H1

<400> 41
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Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1 5

<210> 42

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-H2

<400> 42

lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

1 5

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-H3

<400> 43

306

Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 44

<211>6
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-L1
<400> 44

GIn Gly lle Arg Asn Asp

1 5

<210> 45

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-L2
<400> 45

Ala Ala Ser

1

<210> 46

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 CDR-L3

<400> 46

307
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Leu GIn Asp Tyr lle Tyr Tyr Pro Thr

1 5

<210> 47

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb7 VH dominio

<400> 47

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Thr

1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Trp Met GIn Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Thr lle Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Gly Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

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

65 70 75 80

Met His Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Gly Asp Tyr Tyr Gly Ser Asn Ser Leu Asp Tyr Trp Gly GIn

100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
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115 120

<210> 48
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> mAb7 VL dominio
<400> 48
Asp lle Val Met Thr GIn Ser His Leu Ser Met Ser Thr Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Pro Val Ser lle Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asp Val Ser Thr Val
20 25 30
Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro Arg Arg Leu lle
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr lle Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr lle Ser Ser Val GIn Ala
65 70 75 80
Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn His Tyr Ser Pro Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105

<210> 49
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<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> anti-CD28sup VH dominio

<400> 49

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Ser lle Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 50

<211> 107



10

15

20

25

311

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> anti-CD28sup VL dominio

<400> 50

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala Ser GIn Asn lle Tyr Val Trp

20 25 30
Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro

65 70 75 80

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Gly GIn Thr Tyr Pro Tyr

85 90 95
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105

<210>51

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> anti-CD28cvn VH dominio
<400> 51
GIn Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Asp Tyr
20 25 30
Gly Val His Trp Val Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Gly Val lle Trp Ala Gly Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Lys Thr lle Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Val Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Asp Lys Gly Tyr Ser Tyr Tyr Tyr Ser Met Asp Tyr Trp Gly GIn
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 52

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> anti-CD28cvn VL dominio
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<400> 52

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Pro Gly

1 5 10 15

GIn Arg Ala Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Glu Tyr Tyr

20 25 30
Val Thr Ser Leu Met GIn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Lys Leu Leu lle Phe Ala Ala Ser Asn Val Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Asn

65 70 75 80

Pro Val Glu Ala Asn Asp Val Ala Asn Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Arg
85 90 95

Lys Val Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

100 105 110

<210> 53

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> anti-CD3mid VH dominio

<400> 53

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg

1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Lys Ala
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala GIn lle Lys Asp Lys Ser Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr

65 70 75 80

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85 90 95

Tyr Cys Arg Gly Val Tyr Tyr Ala Leu Ser Pro Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 54

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> anti-CD3mid VL dominio

<400> 54

Asp lle Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

GIn Pro Ala Ser lle Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Val His Asn
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20 25 30
Asn Ala Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro GIn Ser Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gly GIn Gly

85 90 95
Thr GIn Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Val Glu lle Lys

100 105 110

<210> 55

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Enlazador

<400> 55

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10

<210> 56
<211> 15

<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Enlazador

<400> 56

316

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10

<210> 57

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Enlazador

<400> 57

Thr Lys Gly Pro Ser

1 5

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Enlazador

<400> 58

Gly GIn Pro Lys Ala Ala Pro

15
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<210> 59

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Enlazador

<400> 59

Gly Gly Ser Gly Ser Ser Gly Ser Gly Gly

1 5 10

<210> 60
<211> 570
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD28supxCD3mid IgG4(ojal) FALA Pesada 1
secuencia polipeptidica
<400> 60
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
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35 40 45
Gly Ser lle Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Lys
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ser GIn Val GIn Leu Val Glu Ser
115 120 125
Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
130 135 140
Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Lys Ala Trp Met His Trp Val Arg Gin
145 150 155 160
Ala Pro Gly Lys GIn Leu Glu Trp Val Ala GIn lle Lys Asp Lys Ser
165 170 175
Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr
180 185 190
lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser
195 200 205
Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Gly Val Tyr Tyr
210 215 220
Ala Leu Ser Pro Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val

225 230 235 240
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Ser Ser Arg Thr Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
245 250 255
Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
260 265 270
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
275 280 285
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser
290 295 300
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
305 310 315 320
Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr
325 330 335
Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro
340 345 350
Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
355 360 365
Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
370 375 380
Cys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu Val GIn Phe Asn
385 390 395 400
Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
405 410 415
Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
420 425 430

Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
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435 440 445
Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys
450 455 460
Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Gin Glu
465 470 475 480
Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe
485 490 495
Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu
500 505 510
Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
515 520 525
Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Glu Gly
530 535 540
Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
545 550 555 560
Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

565 570

<210> 61

<211> 338

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD28supxCD3mid Ligera 1 secuencia polipeptidica

<400> 61
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Asp lle Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
GIn Pro Ala Ser lle Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Val His Asn
20 25 30
Asn Ala Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro GIn Ser Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gly GIn Gly
85 90 95
Thr GIn Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105 110
Gly GIn Pro Lys Ala Ala Pro Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser
115 120 125
Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys GIn Ala
130 135 140
Ser GIn Asn lle Tyr Val Trp Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
145 150 155 160
Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly
165 170 175
Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
180 185 190

Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp lle Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn
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195 200 205
GIn Gly GIn Thr Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu
210 215 220
lle Lys Thr Lys Gly Pro Ser Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
245 250 255
Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp
260 265 270
Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr
275 280 285
Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
290 295 300
Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
305 310 315 320
Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
325 330 335

Glu Cys

<210> 62

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> CD38VHL1 IgG4(botdn) FALA Pesada 2 secuencia polipeptidica

<400> 62

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly GIn
100 105 110

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

115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
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180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220
Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu
260 265 270
Val GIn Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300
Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320
Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr lle
325 330 335
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Pro Cys GIn Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu
355 360 365
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

370 375 380
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Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
Trp GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

435 440 445

<210> 63
<211>218
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD38VH1 Ligera2 secuencia polipeptidica
<400> 63
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly GIn Gly Phe Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser
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65 70 75 80
Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Lys
85 90 95
Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
100 105 110
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 64

<211> 573

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>



10

15

20

25

327

<223> CD28supxCD3mid IgG1(ojal) LALA P329A Pesada 1
secuencia polipeptidica
<400> 64
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Ser lle Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Lys
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ser GIn Val GIn Leu Val Glu Ser
115 120 125
Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
130 135 140
Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Lys Ala Trp Met His Trp Val Arg Gin
145 150 155 160
Ala Pro Gly Lys GIn Leu Glu Trp Val Ala GIn lle Lys Asp Lys Ser

165 170 175
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Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr
180 185 190
lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser
195 200 205
Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Gly Val Tyr Tyr
210 215 220
Ala Leu Ser Pro Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val
225 230 235 240
Ser Ser Arg Thr Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
245 250 255
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
260 265 270
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
275 280 285
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser
290 295 300
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
305 310 315 320
Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
325 330 335
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
340 345 350
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe
355 360 365

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
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370 375 380

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val

385 390 395 400

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr

405 410 415
Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
420 425 430
Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
435 440 445

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Ala Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
450 455 460

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu Pro Pro

465 470 475 480

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Ser Cys Ala Val

485 490 495
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
500 505 510
GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
515 520 525

Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
530 535 540

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

545 550 555 560

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

565 570
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<210> 65

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38VH1 IgG1(boton) LALA P329A Pesada 2 secuencia polipeptidica

<400> 65

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

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

115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
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130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly

225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle

245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys

305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Ala Ala Pro lle Glu

325 330 335
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Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly

<210> 66

<211> 573

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD28supxCD3mid IgG1(ojal) NNSA Pesada 1
secuencia polipeptidica

<400> 66
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GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle

35 40 45
Gly Ser lle Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ser GIn Val GIn Leu Val Glu Ser

115 120 125
Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
130 135 140

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Lys Ala Trp Met His Trp Val Arg Gin

145 150 155 160

Ala Pro Gly Lys GIn Leu Glu Trp Val Ala GIn lle Lys Asp Lys Ser

165 170 175

Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr

180 185 190

lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser
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195 200 205
Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Gly Val Tyr Tyr
210 215 220
Ala Leu Ser Pro Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val
225 230 235 240
Ser Ser Arg Thr Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
245 250 255
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
260 265 270
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
275 280 285
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser
290 295 300
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
305 310 315 320
Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
325 330 335
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
340 345 350
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
355 360 365
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro
370 375 380
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val

385 390 395 400
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Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
405 410 415
Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Asn Ala Ser Arg Val Val Ser Val
420 425 430
Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
435 440 445
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser
450 455 460
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu Pro Pro
465 470 475 480
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Ser Cys Ala Val
485 490 495
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
500 505 510
GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
515 520 525
Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
530 535 540
GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
545 550 555 560
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

565 570

<210> 67

<211> 449
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD38VH1 IgG1(boton) NNSA Pesada 2 secuencia polipeptidica
<400> 67
GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle
35 40 45
Gly Tyr lle Tyr Pro Gly GIn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Thr Gly Gly Leu Arg Arg Ala Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160



10

15

20

25

337

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240
Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Asn Ala Ser Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
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355 360 365

Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp

370 375 380

Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp

405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435 440 445

Gly

<210> 68

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38hhy1370 IgG4(botén) FALA P329A Pesada 2
secuencia polipeptidica

<400> 68

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gin Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
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20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125
Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser
165 170 175
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn
195 200 205
Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro

210 215 220
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Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe

225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu Val GIn Phe

260 265 270
Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285
Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val

305 310 315 320

Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys GIn

340 345 350
Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365
Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro
370 375 380

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser

385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
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420 425 430
Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

435 440

<210> 69
<211> 214
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD38hhy1370 Ligera2 secuencia polipeptidica
<400> 69
Ala lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle Arg Asn Asp
20 25 30
Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu GIn Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Asp Tyr lle Tyr Tyr Pro
85 90 95
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala

100 105 110
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Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala

130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 70

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38hhy1370 IgG1(botén) LALA P329A Pesada 2
secuencia polipeptidica

<400> 70

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg

1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser
165 170 175
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
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210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val

225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr

245 250 255
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Ala Ala Pro lle Glu Lys Thr lle

325 330 335
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

405 410 415
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Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

435 440 445

<210>71

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38hhy1370 IgG1(botén) NNSA Pesada 2 secuencia polipeptidica

<400> 71

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

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

85 90 95

Ala Arg Met Phe Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
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100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser
165 170 175
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190
Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205
Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220
Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Asn Ala Ser Arg Val Val Ser

290 295 300
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Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle
325 330 335
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350
Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu
355 360 365
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

435 440 445

<210> 72

<211> 1710

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD28supxCD3mid IgG4(ojal) FALA Pesada 1 secuencia polinucleotidica
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<400> 72

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgag gtcgtgaaac ctggegectc tgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccagceggcta cacctttace agctactaca tccactgggt gcgecaggece 120
cctggacagg gactggaatg gatcggcagc atctaccccg gcaacgtgaa caccaactac 180
gcccagaagt tccagggcag agccaccctg accgtggaca ccagcatcag caccgectac 240
atggaactga gccggcetgag aagcgacgac accgecgtgt actactgcac ccggtcccac 300
tacggcctgg attggaactt cgacgtgtgg ggcaagggca ccaccgtgac agtgtctage 360
agccaggtgc agctggtgga atctggegge ggagtggtge agectggecag aagcctgaga 420
ctgagctgtg ccgccagegg cttcaccttc accaaggcct ggatgcactg ggtgcgecag 480
gcccctggaa agcagctgga atgggtggec cagatcaagg acaagagcaa cagctacgec 540
acctactacg ccgacagcgt gaagggccgg ttcaccatca gccgggacga cagcaagaac 600
accctgtacc tgcagatgaa cagcctgcgg gccgaggaca ccgecegtgta ctactgtcgg 660
ggcgtgtact atgcectgag ccccttcgat tactggggec agggaaccct cgtgaccgtg 720
tctagtcgga ccgccagcac aaagggccca tcggtgttce ctetggeccce ttgcagcaga 780
agcaccagcg aatctacagc cgccctgggce tgectcgtga aggactactt tcccgagecc 840
gtgaccgtgt cctggaactc tggcgctctg acaagcggceg tgcacacctt tccagecgtg 900
ctccagagca gcggcctgta ctctctgagce agcgtcgtga cagtgcccag cagcagectg 960
ggcaccaaga cctacacctg taacgtggac cacaagccca gcaacaccaa ggtggacaag 1020
cgggtggaat ctaagtacgg ccctccctgce cctecttgec cageccctga agctgecgge 1080
ggaccctccqg tgttcctgtt ccccccaaag cccaaggaca cectgatgat cageccggacc 1140
cccgaagtga cctgcgtggt ggtggatgtg tcccaggaag atcccgaggt gcagttcaat 1200
tggtacgtgg acggcgtgga agtgcacaac gccaagacca agcccagaga ggaacagttc 1260
aacagcacct accgggtggt gtccgtgetg accgtgctgce accaggactg getgaacgge 1320
aaagagtaca agtgcaaggt gtccaacaag ggcctgccca getccatcga gaaaaccatc 1380

agcaaggcca agggccagcc ccgcgagcect caagtgtgta ccctgecccc tagccaggaa 1440
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gagatgacca agaaccaggt gtccctgagc tgtgccgtga aaggcttcta ccccagcgac 1500
attgccgtgg aatgggagag caacggccag cccgagaaca actacaagac caccccccct 1560
gtgctggaca gcgacggctc attcttcctg gtgtccaagc tgaccgtgga caagagcecgg 1620
tggcaggaag gcaacgtgtt cagctgctce gtgatgcacg aggcecctgca caaccactac 1680
acccagaagt ccctgtctct gtccectgggce 1710

<210> 73

<211> 1014

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD28supxCD3mid Ligera 1 secuencia polinucleotidica

<400> 73

gacatcgtga tgacccagac ccccctgage ctgagegtga cacctggaca gectgeccage 60
atcagctgca agagcagcca gagcctggtg cacaacaacg ccaacaccta cctgagcetgg 120
tatctgcaga agcccggceca gageccccag tccctgatct acaaggtgtc caacagattc 180
agcggcegtge ccgacagatt ctccggecagce ggctctggcea ccgacttcac cctgaagatc 240
agccgggtgg aagccgagga cgtgggegtg tactattgtg gccagggceac ccagtaccec 300
ttcacctttg gcagcggcac caaggtggaa atcaagggcc agcccaaggc cgcccccgac 360
atccagatga cccagagccc cagcagcctg tctgccageg tgggcgacag agtgaccatc 420
acctgtcagg ccagccagaa catctacgtg tggctgaact ggtatcagca gaagcccggce 480
aaggccccca agetgcetgat ctacaaggec agcaacctge acaccggcgt gecccagcaga 540
ttttctggca gcggcetccgg caccgacttc accctgacaa tcagctcect gcagcccgag 600
gacattgcca cctactactg ccagcagggc cagacctacc cctacacctt tggccagggce 660
accaagctgg aaatcaagac caagggcccc agccgtacgg tggccgcetce cagegtgttc 720

atcttcccac ctagcgacga gcagctgaag tccggcacag cctctgtegt gtgectgetg 780
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aacaacttct acccccgega ggccaaagtg cagtggaagg tggacaacgc cctgcagagc 840
ggcaacagcc aggaaagcgt gaccgagcag gacagcaagg actccaccta cagcctgage 900
agcaccctga cactgagcaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacgce ctgcgaagtg 960
acccaccagg gcctgtctag ccccgtgacc aagagcttca accggggega gtgt - 1014
<210> 74

<211> 1338

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38VH1 IgG4(botdn) FALA Pesada 2 secuencia polinucleotidica
<400> 74

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgecgaa gtcgtgaaac ctggegecte cgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccageggcta cacctttacc agctacgeca tgcactgggt caaagaggec 120
cctggccaga gactggaatg gatcggctac atctaccccg geccagggcegg caccaactac 180
aaccagaagt tccagggcag agccaccctg accgccgata caagcgecag caccgectac 240
atggaactga gcagcctgcg gagcgaggat accgcecgtgt acttctgtge cagaacaggce 300
ggcctgaggc gggcctactt tacctattgg ggccagggca ccctegtgac cgtgtctage 360
gctagcacaa agggcccatc ggtgttcect ctggeccctt gcagcagaag caccagcgaa 420
tctacagccg ccectgggcetg cctcgtgaag gactactttc ccgageccgt gaccgtgtee 480
tggaactctg gcgctctgac aagcggegtg cacacctttc cagecgtgcet ccagagcagce 540
ggcctgtact ctctgagcag cgtcgtgaca gtgcccagca gcagectggg caccaagacc 600
tacacctgta acgtggacca caagcccagc aacaccaagg tggacaagcg ggtggaatct 660
aagtacggcc ctcectgecc tecttgeeca gecectgaag ctgeeggegg acccteegtg 720
ttcctgttcc ccccaaagcec caaggacacc ctgatgatca gecggaccee cgaagtgacc 780

tgcgtggtgg tggatgtgtc ccaggaagat cccgaggtge agttcaattg gtacgtggac 840
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ggcgtggaag tgcacaacgc caagaccaag cccagagagg aacagttcaa cagcacctac 900
cgggtggtgt ccgtgctgac cgtgetgcac caggactgge tgaacggcaa agagtacaag 960
tgcaaggtgt ccaacaaggg cctgcccagc tccatcgaga aaaccatcag caaggccaag 1020
ggccagcccc gcgagcctca agtgtatacc ctgeccccctt gccaggaaga gatgaccaag 1080
aaccaggtgt ccctgtggtg tctcgtgaaa ggcttctacc ccagcgacat tgccgtggaa 1140
tgggagagca acggccagcc cgagaacaac tacaagacca ccccccctgt getggacage 1200
gacggctcat tcttcctgta ctccaagctg accgtggaca agagccggtg gcaggaaggce 1260
aacgtgttca gctgctcegt gatgcacgag gecctgcaca accactacac ccagaagtcc 1320
ctgtctctgt ccctgggce 1338

<210> 75

<211> 654

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38VH1 Ligera2 secuencia polinucleotidica

<400> 75

gacatcgtgc tgacacagag ccctgccacc ctgtctctga geectggega gagagecacc 60
atcagctgta gagccagcca gagcegtgtce agctacggcec agggcttcat gcactggtat 120
cagcagaagc ccggccagcec ccccagactg ctgatctatg gcgecagecag cagagecaca 180
ggcatcccceg ccagattttc tggetctgge ageggeaccg acttcaccct gacaatcage 240
ccecctggaac ccgaggactt cgecgtgtac tactgccage agaacaaaga ggacccectgg 300
accttcggcg gaggcaccaa getggaaatc aagcgtacgg tggccgctce cagegtgttc 360
atcttcccac ctagcgacga gcagctgaag tccggcacag cctetgtegt gtgectgetg 420
aacaacttct acccccgcga ggccaaggtg cagtggaagg tggacaatgce cctgcagagce 480

ggcaacagcc aggaaagcgt gaccgagcag gacagcaagg actccaccta cagcctgage 540
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agcaccctga ccctgtccaa ggccgattac gagaagcaca aggtgtacgc ctgcgaagtg 600
acccaccagg gcctgtctag ccccgtgacc aagagcttca accggggega gtgc 654
<210> 76
<211>1719
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD28supxCD3mid lgG1(ojal) LALA P329A Pesada 1

secuencia polinucleotidica
<400> 76
caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgag gtcgtgaaac ctggegectc tgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccageggcta cacctttacc agctactaca tccactgggt gegecaggece 120
cctggacagg gactggaatg gatcggcagc atctaccccg gcaacgtgaa caccaactac 180
gcccagaagt tccagggcag agccaccctg accgtggaca ccagcatcag caccgectac 240
atggaactga gccggcetgag aagcgacgac accgecgtgt actactgcac ccggtcccac 300
tacggcctgg attggaactt cgacgtgtgg ggcaagggca ccaccgtgac agtgtctagc 360
agccaggtgc agctggtgga atctggecgge ggagtggtge agectggecag aagcctgaga 420
ctgagctgtg ccgccagegg cttcaccttc accaaggcct ggatgcactg ggtgcgecag 480
gcccctggaa agcagctgga atgggtggec cagatcaagg acaagagcaa cagctacgec 540
acctactacg ccgacagcgt gaagggccgg ttcaccatca gccgggacga cagcaagaac 600
accctgtacc tgcagatgaa cagcctgcgg gccgaggaca ccgecegtgta ctactgtcgg 660
ggcgtgtact atgccctgag ccccttcgat tactggggec agggaaccct cgtgaccgtg 720
tctagtcgga ccgeccagcac aaagggceccce agegtgttce ctetggeccc tagcagcaag 780
agcacatctg gcggaacagc cgccctggge tgectcgtga aggactactt tcccgagecc 840

gtgaccgtgt cctggaattc tggcgecectg accageggeg tgcacacctt tccagetgtg 900
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ctgcagtcca geggcectgta cagectgage agegtecgtga cagtgeccag cagcetctctg 960
ggcacccaga cctacatctg caacgtgaac cacaagccca gcaacaccaa ggtggacaag 1020
aaggtggaac ccaagagctg cgacaagacc cacacctgtc ccccttgtce tgecccccgaa 1080
gccgecggag gecctteegt gttectgttc cccccaaage ccaaggacac cctgatgatc 1140
agccggaccc ccgaagtgac ctgegtggtg gtggatgtgt cccacgagga ccctgaagtg 1200
aagttcaatt ggtacgtgga cggcgtggaa gtgcacaacg ccaagaccaa gccaagagag 1260
gaacagtaca acagcaccta ccgggtggtg tccgtgctga ccgtgctgca ccaggactgg 1320
ctgaacggca aagagtacaa gtgcaaggtg tccaacaagg ccctggecge ccccatcgag 1380
aaaaccatca gcaaggccaa gggccagccc cgcgaacccce aggtgtgcac actgeccecca 1440
agcagggacg agctgaccaa gaaccaggtg tccctgagct gtgccgtgaa aggcttctac 1500
ccctecegata tcgecgtgga atgggagage aacggecage ccgagaacaa ctacaagacc 1560
accccccctg tgectggacag cgacggctca ttcttcctgg tgtccaagct gacagtggac 1620
aagtcccggt ggcagcaggg caacgtgttc agctgetccg tgatgcacga ggccctgcac 1680
aaccactaca cccagaagtc cctgagcctg agccccggce 1719

<210> 77

<211> 1347

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38VH1 IgG1(boton) LALA P329A Pesada 2 secuencia polinucleotidica

<400> 77

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgaa gtcgtgaaac ctggegectce cgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccageggcta cacctttacc agctacgceca tgcactgggt caaagaggec 120
cctggccaga gactggaatg gatcggctac atctacccecg gccagggegg caccaactac 180

aaccagaagt tccagggcag agccaccctg accgecgata caagcgcecag caccgectac 240
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atggaactga gcagcctgcg gagcgaggat accgecegtgt acttctgtge cagaacagge 300
ggcctgaggc gggcctactt tacctattgg ggccagggca ccctegtgac cgtgtctage 360
gctagcacaa agggccccag cgtgttcect ctggecccta gcagcaagag cacatctgge 420
ggaacagccg ccctgggcetg cctcgtgaag gactactttc ccgageccgt gaccgtgtce 480
tggaattctg gcgecctgac cagcggegtg cacacctttc cagctgtgcet gecagtccage 540
ggcctgtaca gectgagceag cgtcgtgaca gtgeccagcea gcetctctggg cacccagacc 600
tacatctgca acgtgaacca caagcccagc aacaccaagg tggacaagaa ggtggaaccc 660
aagagctgcg acaagaccca cacctgtccc ccttgtcetg cccccgaage cgecggagge 720
ccttcegtgt teetgttcee cccaaagecc aaggacaccc tgatgatcag ccggaccecc 780
gaagtgacct gcgtggtggt ggatgtgtcc cacgaggacc ctgaagtgaa gttcaattgg 840
tacgtggacg gcgtggaagt gcacaacgcc aagaccaagc caagagagga acagtacaac 900
agcacctacc gggtggtgtc cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacggcaaa 960
gagtacaagt gcaaggtgtc caacaaggcc ctggccgcecc ccatcgagaa aaccatcagce 1020
aaggccaagg gccagcecccg cgaaccccag gtgtacacac tgcccccatg cagggacgag 1080
ctgaccaaga accaggtgtc cctgtggtgt ctggtgaaag gcttctaccc ctccgatatc 1140
gccgtggaat gggagagcaa cggcecagccc gagaacaact acaagaccac cccccctgtg 1200
ctggacagcg acggctcatt cttcctgtac tccaagctga cagtggacaa gtcceggtgg 1260
cagcagggca acgtgttcag ctgctccgtg atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc 1320
cagaagtccc tgagcctgag ccccggce 1347

<210> 78

<211> 1719

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD28supxCD3mid IgG1(ojal) NNSA Pesada 1 secuencia polinucleotidica
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<400> 78

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgag gtcgtgaaac ctggegcecte tgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccagceggcta cacctttacc agctactaca tccactgggt gcgccaggec 120
cctggacagg gactggaatg gatcggcagc atctaccccg gcaacgtgaa caccaactac 180
gcccagaagt tccagggceag ageccaccctg accgtggaca ccagceatcag caccgectac 240
atggaactga gccggctgag aagcgacgac accgeegtgt actactgcac ccggtcccac 300
tacggcctgg attggaactt cgacgtgtgg ggcaagggca ccaccgtgac agtgtctage 360
agccaggtgc agctggtgga atctggcgge ggagtggtge agectggcag aagectgaga 420
ctgagctgtg ccgecagegg cttcaccttc accaaggcct ggatgcactg ggtgcgecag 480
gcccctggaa agcagctgga atgggtggec cagatcaagg acaagagcaa cagctacgec 540
acctactacg ccgacagcgt gaagggcecgg ttcaccatca gccgggacga cagcaagaac 600
accctgtacc tgcagatgaa cagcctgcgg geccgaggaca ccgeegtgta ctactgtcgg 660
ggcgtgtact atgccctgag ccccttcgat tactggggcec agggaaccct cgtgaccgtg 720
tctagtcgga ccgeccagceac aaagggceccce agegtgttee ctetggeccc tagcagcaag 780
agcacatctg gcggaacagc cgccctgggc tgcctegtga aggactactt tcccgagecc 840
gtgaccgtgt cctggaattc tggcgecectg accagcggceg tgcacacctt tccagcetgtg 900
ctgcagtcca geggectgta cagectgage agegtegtga cagtgeccag cagctctctg 960
ggcacccaga cctacatctg caacgtgaac cacaagccca gcaacaccaa ggtggacaag 1020
aaggtggaac ccaagagctg cgacaagacc cacacctgtc ccccttgtce tgcccccgaa 1080
ctgctgggag gcecctteegt gttectgtte cccccaaage ccaaggacac cctgatgate 1140
agccggaccc ccgaagtgac ctgegtggtg gtggatgtgt cccacgagga ccctgaagtg 1200
aagttcaatt ggtacgtgga cggcgtggaa gtgcacaacg ccaagaccaa gccaagagag 1260
gaacagtaca acaatgcctc ccgggtggtg tcecgtgetga cegtgetgea ccaggactgg 1320
ctgaacggca aagagtacaa gtgcaaggtg tccaacaagg ccctgectge ccccatcgag 1380

aaaaccatca gcaaggccaa gggccagcecce cgegaaccee aggtgtgecac actgecccca 1440
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agcagggacg agctgaccaa gaaccaggtg tccctgagct gtgccgtgaa aggcttctac 1500
ccctcecgata tcgecgtgga atgggagage aacggccage ccgagaacaa ctacaagacc 1560
accccccctg tgetggacag cgacggctca ttettcectgg tgtccaagcet gacagtggac 1620
aagtcccggt ggcagcaggg caacgtgttc agcetgetccg tgatgcacga ggccctgcac 1680
aaccactaca cccagaagtc cctgagcctg agccccggce 1719
<210>79

<211> 1347

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38VH1 IgG1(boton) NNSA Pesada 2 secuencia polinucleotidica
<400> 79

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgecgaa gtcgtgaaac ctggegecte cgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccageggcta cacctttacc agctacgeca tgcactgggt caaagaggcec 120
cctggccaga gactggaatg gatcggctac atctaccccg geccagggcegg caccaactac 180
aaccagaagt tccagggcag agccaccctg accgccgata caagcgecag caccgectac 240
atggaactga gcagcctgcg gagcgaggat accgecegtgt acttctgtge cagaacagge 300
ggcctgaggce gggcctactt tacctatigg ggccagggca ccctegtgac cgtgtctage 360
gctagcacaa agggcccatc ggtcttccee ctggcaccct cctccaagag cacctetggg 420
ggcacagcgg ccctgggcetg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg 480
tggaactcag gcgccctgac cagcggegtg cacaccttce cggcetgtect acagtcctca 540
ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gecagcettggg cacccagacc 600
tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagaa agttgagccc 660
aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca ccgtgcccag cacctgaact cctgggggga 720

ccgtcagtct tcctcttcce cccaaaacce aaggacaccce tcatgatctc ccggacccect 780
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gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgage cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 840
tatgttgacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac 900
aatgcctcec gtgtggtcag cgtcctcacce gtcctgcacce aggactggcet gaatggcaag 960
gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagecc ccatcgagaa aaccatctce 1020
aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacaccc tgecccccatg ccgggatgag 1080
ctgaccaaga atcaagtcag cctgtggtgc ctggtaaaag gcttctatcc cagcgacatc 1140
gccgtggagt gggagagcaa tgggcagcecg gagaacaact acaagaccac gectceegtg 1200
ctggactccg acggctcctt cttcctctac tcaaaactca ccgtggacaa gagcaggtgg 1260
cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg 1320
cagaagagcc tctccctgtc tccgggt 1347
<210> 80
<211> 1329
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD38hhy1370 IgG4(botdn) FALA P329A Pesada 2

secuencia polinucleotidica
<400> 80
caggtgcagc tggtggaaag cggcggaggc gtggtgcage ctggcaggte tctgagactg 60
agctgtgccg ccagcggctt caccttcage agctacggaa tgcactgggt gcgeccaggec 120
cctggcaaag gactggaatg ggtggccgtg atttggtacg acggcagcaa caagtactac 180
gccgacagceg tgaagggccg gttcaccatc agcggcgaca acagcaagaa caccctgtac 240
ctgcagatga acagcctgcg ggccgaggac accgecgtgt actactgcge cagaatgttc 300
agaggcgcct tcgactactg gggccagggce acactcgtga ccgtgtctag tgcgtcgacc 360

aagggcccat cggtgttccc tctggeccct tgcagcagaa gecaccagcga atctacagec 420
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gccctgggct gectcgtgaa ggactacttt cccgageccg tgaccgtgte ctggaactct 480
ggcgctctga caageggegt gcacaccttt ccagecgtge tccagagcag cggectgtac 540
tctctgagca gegtcgtgac agtgecccage agcagectgg gcaccaagac ctacacctgt 600
aacgtggacc acaagcccag caacaccaag gtggacaagc gggtggaatc taagtacggc 660
cctcectgec ctecttgeece ageccctgaa getgecggeg gacccteegt gttectgtte 720
cccccaaage ccaaggacac cctgatgatc agecggacce ccgaagtgac ctgegtggtg 780
gtggatgtgt cccaggaaga tcccgaggtg cagttcaatt ggtacgtgga cggegtggaa 840
gtgcacaacg ccaagaccaa gcccagagag gaacagttca acagcaccta ccgggtggtg 900
tccgtgetga ccgtgetgeca ccaggactgg ctgaacggca aagagtacaa gtgcaaggtg 960
tccaacaagg gcctgeccag ctccatcgag aaaaccatca gcaaggccaa gggecagecc 1020
cgcgagcctc aagtgtatac cctgecccct tgccaggaag agatgaccaa gaaccaggtg 1080
tccetgtggt gtctcgtgaa aggcttctac cccagcegaca ttgececgtgga atgggagage 1140
aacggccagc ccgagaacaa ctacaagacc accccccctg tgctggacag cgacggcetca 1200
ttcttcetgt actccaagct gaccgtggac aagagcecggt ggcaggaagg caacgtgttc 1260
agctgctccg tgatgcacga ggccctgcac aaccactaca cccagaagtc cctgtctctg 1320
tccetggge 1329

<210> 81

<211> 642

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38hhy1370 Ligera2 secuencia polinucleotidica

<400> 81

gccatccaga tgacccagag ccccageagce ctgtctgeca gegtgggega cagagtgacc 60

atcacctgta gagccagcca gggcatccgg aacgacctgg getggtatca gcagaagect 120
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ggcaaggccc ccaagctgct gatctacgec getagctcte tgcagtcegg cgtgeccage 180
agattttctg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga caatetctgg cctgcagecce 240
gaggacagcg ccacctacta ctgtctgcaa gactacatct actaccccac cttcggccag 300
ggcaccaagg tggaaatcaa gcgtacggtg gccgcetceca gegtgttcat cttcccacct 360
agcgacgagc agctgaagtc cggcacagcc tctgtcgtgt gectgctgaa caacttctac 420
ccececgegagg ccaaagtgea gtggaaggtg gacaacgecc tgcagagegg caacagecag 480
gaaagcgtga ccgagcagga cagcaaggac tccacctaca gectgagcag caccctgaca 540
ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaagtgac ccaccagggce 600
ctgtctagcc ccgtgaccaa gagcttcaac cggggcgagt gt 642
<210> 82
<211> 1338
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CD38hhy1370 IgG1(boton) LALA P329A Pesada 2

secuencia polinucleotidica
<400> 82
caggtgcagc tggtggaaag cggcggaggc gtggtgcagce ctggcaggte tctgagactg 60
agctgtgccg ccagcggctt caccttcage agctacggaa tgcactgggt gcgccaggec 120
cctggcaaag gactggaatg ggtggccgtg atttggtacg acggcagcaa caagtactac 180
gccgacagceg tgaagggccg gttcaccatc agcggcgaca acagcaagaa caccctgtac 240
ctgcagatga acagcctgcg ggccgaggac accgecgtgt actactgcge cagaatgttc 300
agaggcgcct tcgactactg gggccagggce acactcgtga ccgtgtctag tgcgtcgacc 360
aagggcccca gegtgttccce tctggeccct agcagcaaga gecacatctgg cggaacagcec 420

gccctgggct gectcgtgaa ggactacttt cccgageccg tgaccgtgte ctggaattct 480
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ggcgccctga ccageggegt gecacaccttt ccagetgtge tgcagtccag cggectgtac 540
agcctgagca gegtcgtgac agtgcccage agctctctgg gcacccagac ctacatctge 600
aacgtgaacc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga aggtggaacc caagagctgc 660
gacaagaccc acacctgtcc cccttgtcct gcccccgaag ccgecggagg cectteegtg 720
ttcctgttcc ccccaaagcec caaggacacc ctgatgatca gecggaccee cgaagtgacc 780
tgcgtggtgg tggatgtgtc ccacgaggac cctgaagtga agttcaattg gtacgtggac 840
ggcgtggaag tgcacaacgc caagaccaag ccaagagagg aacagtacaa cagcacctac 900
cgggtggtgt ccgtgctgac cgtgetgcac caggactggce tgaacggcaa agagtacaag 960
tgcaaggtgt ccaacaaggc cctggccgcc cccatcgaga aaaccatcag caaggccaag 1020
ggccagcccc gcgaacccca ggtgtacaca ctgccececcat gcagggacga getgaccaag 1080
aaccaggtgt ccctgtggtg tctggtgaaa ggcttctacc cctccgatat cgecegtggaa 1140
tgggagagca acggccagcc cgagaacaac tacaagacca ccccccctgt gectggacage 1200
gacggctcat tcttcctgta ctccaagctg acagtggaca agtcccggtg gcagcaggge 1260
aacgtgttca gctgctccgt gatgcacgag gccctgcaca accactacac ccagaagtcc 1320
ctgagcctga gcceccggce 1338

<210> 83

<211> 1338

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CD38hhy1370 IgG1(boton) NNSA Pesada 2 secuencia polinucleotidica
<400> 83

caggtgcagc tggtggaaag cggcggaggc gtggtgcagce ctggcaggte tctgagactg 60
agctgtgccg ccagcggctt caccttcage agctacggaa tgcactgggt gcgccaggec 120

cctggcaaag gactggaatg ggtggcecgtg atttggtacg acggcagcaa caagtactac 180
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gccgacagceg tgaagggccg gttcaccatc agcggcgaca acagcaagaa caccctgtac 240
ctgcagatga acagcctgcg ggccgaggac accgecgtgt actactgege cagaatgttc 300
agaggcgcct tcgactactg gggccagggce acactcgtga ccgtgtctag tgcgtcgacc 360
aagggcccat cggtcttcce cctggcaccce tectccaaga geacctctgg gggcacageg 420
gccctgggct gectggtcaa ggactacttc cccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca 480
ggcgccctga ccageggegt gcacaccttc ccggctgtee tacagtecte aggactctac 540
tccctcagca gegtggtgac cgtgecctce agcagcttgg gcacccagac ctacatctge 600
aacgtgaatc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga aagttgagcc caaatcttgt 660
gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc 720
ttcctcttce ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca 780
tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtatgttgac 840
ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa caatgectcc 900
cgtgtggtca gcgtcctcac cgtectgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag 960
tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagec cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa 1020
gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgccecccat gccgggatga getgaccaag 1080
aatcaagtca gcctgtggtg cctggtaaaa ggcttctatc ccagcgacat cgeecgtggag 1140
tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctccegt gctggactcc 1200
gacggctcct tcttcctcta ctcaaaactc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg 1260
aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc 1320
ctctecectgt ctcegggt 1338

<210> 84

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> anti-CD3low VH dominio

<400> 84

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GiIn Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Lys Ala
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala GIn lle Lys Asp Lys Ser Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

65 70 75 80

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85 90 95

Tyr Cys Arg Gly Val Tyr Tyr Ala Leu Ser Pro Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 85

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> anti-CD3low VL dominio
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<400> 85

Asp lle Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly

1 5 10 15

GIn Pro Ala Ser lle Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Val His Asn

20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro GIn Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gly GIn Gly
85 90 95

Thr GIn Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys

100 105 110

<210> 86

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3 VH FwW1

<400> 86

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

1 5 10 15
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

<210> 87

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb4 VH FW1

<400> 87

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

<210> 88

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb5 VH FwW1

<400> 88

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser



10

15

20

25

365

20 25

<210> 89

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VH FW1

<400> 89

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25

<210> 90

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb5 VH FW2

<400> 90

Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp lle Gly
1 5 10 15

Tyr
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<210>91

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb4 VH FW2

<400> 91

Met His Trp Val Lys Glu Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle Gly
1 5 10 15

Tyr

<210> 92

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VH FW2

<400> 92

Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
1 5 10 15

Val
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<210> 93

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3 VH FW3

<400> 93

Asn Tyr Asn GIn Lys Phe GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr

1 5 10 15

Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
20 25 30

Thr Ala Val Tyr Phe Cys

35

<210> 94

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb4/mAb5 VH FW3

<400> 94

Asn Tyr Asn GIn Lys Phe GIn Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr
1 5 10 15

Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu lle Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp

20 25 30
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Thr Ala Val Tyr Phe Cys

35

<210> 95

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VH FW3

<400> 95

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Gly Asp Asn

1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20 25 30

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

35

<210> 96

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb4/mAb5/mAb6 VH FW4
<400> 96

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser



10

15

20

25

369

<210> 97

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 VL FW1

<400> 97

Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser

20 25

<210> 98

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VL FW1

<400> 98

Ala lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser

20 25
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<210> 99

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 VL FW2

<400> 99

Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro Arg Leu Leu lle
1 5 10 15

Tyr

<210> 100

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VL FW2

<400> 100

Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr

1 5 10 15

<210> 101

<211> 36
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 VL FW3

<400> 101

Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys

35

<210> 102

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb6 VL FW3

<400> 102

Ser Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Gly Leu GIn Pro Glu Asp Ser Ala
20 25 30

Thr Tyr Tyr Cys

35
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<210> 103

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb2/mAb3/mAb4/mAb5 VL FW4
<400> 103

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

1 5 10

<210> 104

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> mAb6 VL FW4

<400> 104

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 105

<211> 159

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> CD38 isoforma E secuencia
<400> 105
Arg Trp Arg GIn GIn Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro
1 5 10 15
Glu Thr Val Leu Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu lle His Pro Glu
20 25 30
Met Arg His Val Asp Cys GIn Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala
35 40 45
Phe lle Ser Lys His Pro Cys Asn lle Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro
50 55 60
Leu Met Lys Leu Gly Thr GIn Thr Val Pro Cys Asn Lys lle Leu Leu
65 70 75 80
Trp Ser Arg lle Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn Val GIn Arg
85 90 95
Asp Met Phe Thr Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp
100 105 110
Leu Thr Trp Cys Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys lle Asn Tyr Gln Ser
115 120 125
Cys Pro Asp Trp Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro Val Ser Val Phe
130 135 140
Trp Lys Thr Val Ser Arg Arg His Phe Trp Glu Cys Gly Ser Pro

145 150 155

<210> 106
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<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb7 Cadena ligera

<400> 106

Asp lle Val Met Thr GIn Ser His Leu Ser Met Ser Thr Ser Leu Gly

1 5 10 15

Asp Pro Val Ser lle Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asp Val Ser Thr Val
20 25 30

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro Arg Arg Leu lle

35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr lle Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr lle Ser Ser Val GIn Ala

65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn His Tyr Ser Pro Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly

115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin
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145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 107

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mAb7 Cadena pesada

<400> 107

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Thr

1 5 10 15

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

20 25 30

Trp Met GIn Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Thr lle Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Gly Tyr Ala GIn Lys Phe

50 55 60
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GIn Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Lys Thr Val Tyr

65 70 75 80

Met His Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Asp Tyr Tyr Gly Ser Asn Ser Leu Asp Tyr Trp Gly GIn

100 105 110
Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly

225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
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260 265 270
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu
325 330 335
Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr
340 345 350
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380
Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445
Gly Lys

450
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<210> 108
<211> 445
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> referencia Cadena pesada 1 (se une a CD38)
<400> 108
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30
Trp Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu lle Asn Pro GIn Ser Ser Thr lle Asn Tyr Ala Thr Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Tyr Gly Asn Trp Phe Pro Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
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130 135 140

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly

145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser

165 170 175
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190
Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asp Thr
195 200 205

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu

225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu

245 250 255
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Lys His Glu Asp Pro Glu Val Lys
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Glu Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys

305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys

325 330 335
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Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Asp Val Ser

355 360 365
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asp Gly GIn
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly

385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Glu

405 410 415

GIn Gly Asp Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430

His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445

<210> 109

<211> 485

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> referencia Cadena pesada 2 (se une a CD3)

<400> 109

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
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20 25 30
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asp Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Lys Pro
115 120 125
Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Lys Pro Gly
130 135 140
Ser GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly
145 150 155 160
Gly Thr Val Thr Leu Thr Cys Gly Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr
165 170 175
Ser Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ser Pro Arg
180 185 190
Gly Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Gly Val Pro Ala Arg
195 200 205
Phe Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr lle Ser Gly

210 215 220
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Ala GIn Pro Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser

225 230 235 240

Asn His Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Glu Pro
245 250 255

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro

260 265 270
Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
275 280 285
Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
290 295 300

Lys His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val

305 310 315 320

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
325 330 335

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu

340 345 350
Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
355 360 365
Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
370 375 380

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu GIn Met Thr Lys Asn Gin

385 390 395 400

Val Lys Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
405 410 415

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
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420 425 430
Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
435 440 445
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
450 455 460
Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
465 470 475 480
Leu Ser Pro Gly Lys

485

<210> 110

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> referencia Cadena ligera (se une a CD38)

<400> 110

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asn Val Asp Thr Trp

20 25 30

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro Lys Ala Leu lle
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly

50 55 60
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Tyr Asp Ser Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 111
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Constructo sintético

<400> 132

GIn Ser Val Ser Ser Tyr Gly Gin Gly

1 5

385
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Sensorgrama - CD38 500 ng/ml

Ejemplo CD38 ’\y

CD28

CD3
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células huCD38 300.19

células cinoCD38 300.19
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FIG. 6A
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