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ANTICUERPOS AGONISTAS ANTI-LTBR Y ANTICUERPOS BIESPECIFICOS QUE
LOS COMPRENDEN

CAMPO DE LA INVENCION
La invencién se refiere a novedosos anticuerpos que se unen al receptor de linfotoxina
beta (LTBR) y a moléculas de union a antigeno biespecificas que comprenden estos
novedosos anticuerpos anti-LTBR y un dominio de unién a antigeno que se une a un
antigeno asociado a un tumor, en particular a la proteina de activacion de fibroblastos
(FAP), a procedimientos de produccion de estas moléculas y a procedimientos de uso

de las mismas.

ANTECEDENTES

El panorama del tratamiento del cancer ha cambiado profundamente en los ultimos
afos después del desarrollo y la aprobacion de las inmunoterapias contra el cancer,
tales como los agentes que bloquean los puntos de control inmunitario PD-1/PD-L1 y
CTLA-4. Estas inmunoterapias contra el cancer pueden lograr respuestas duraderas
en indicaciones de cancer tales como melanoma, carcinoma de pulmén no microcitico
y cancer de vejiga, y por lo tanto se estan convirtiendo en el nuevo tratamiento de
referencia solo o en combinaciéon con otros tratamientos. Sin embargo, sélo un
subconjunto de pacientes (<30 %) experimenta un beneficio duradero de estos
tratamientos y la mayoria de los pacientes manifiesta recidiva debido a mecanismos
de resistencia primaria o adquirida. Ademas, varias indicaciones de cancer comunes
(por ejemplo, cancer colorrectal y cancer de pancreas) son en su mayoria refractarias
a estos inmunomoduladores. En consecuencia, existe una necesidad médica urgente
de desarrollar tratamientos para abordar los mecanismos de resistencia e incrementar
las respuestas a las inmunoterapias contra el cancer, que incluye los inhibidores de
puntos de control.

Los datos clinicos muestran que los pacientes que no responden o responden mal al
tratamiento con los inhibidores de puntos de control muestran un fenotipo inmunitario
no inflamado de linfocitos T, caracterizado por la ausencia de linfocitos T citotéxicos o
por su localizaciéon restringida al estroma tumoral. Por lo tanto, los tratamientos
novedosos dirigidos a incrementar la infiltracion inmunitaria, serian de gran utilidad
para mejorar la tasa de respuesta a los inhibidores de puntos de control, ampliando su

beneficio clinico.
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La superfamilia del TNFR esta compuesta por 19 ligandos y 29 receptores, que
comparten cierta similitud estructural, pero estan implicados en muchas diversas
funciones fisioldgicas. En términos generales, los miembros de esta superfamilia
pueden inducir la muerte celular (por ejemplo, DR5-TRAIL, Fas-FasL) o pueden
promover la supervivencia y la inflamacioén (por ejemplo, TNF-TNFR). El receptor de
linfotoxina beta (LTBR) es un miembro de la superfamilia TNFR que pertenece a esta
segunda categoria, y es expresado por una variedad de células, que incluye las
células del estroma del microambiente tumoral, las células mieloides y las células
tumorales de origen epitelial. Las interacciones ligando-receptor dentro de la
superfamilia TNFR pueden ser mono y polivalentes. Por ejemplo, OX40 y su ligando
(OX40L) forman un par ligando-receptor monotipico, mientras que LTBR, LTa, LTR y
LIGHT presentan interacciones multivalentes que crean una compleja red de vias
interconectadas. La activacion de LTBR mediante la linfotoxina alfl (LTalBl) o la
union del ligando LIGHT induce la oligomerizacion del receptor y la transduccion de
sefales a través de las vias candnicas y no candnicas de NFkB , lo que da lugar a la
regulacién por incremento de genes inflamatorios y de desarrollo, tales como las
moléculas de adhesion (ICAM y VCAM), los quimioatrayentes (CXCL9, 10, 11) y las
quimiocinas organizadoras del tejido linfatico (CCL21, CCL19, CXCL13) (Lu y
Browning., Front Immunol. 2014, 5:47, doi: 10.3389/fimmu.2014.00047). Esta via es
esencial para el desarrollo y el mantenimiento de los 6rganos linfaticos secundarios,
como se muestra por el fenotipo de los ratones con inactivacion de lItbr, que no
desarrollan los ganglios linfaticos ni las placas de Peyer (Fiitterer y col, Immunity 1998,
9(1), 59-70, doi: 10.1016/s1074-7613(00)80588-9). Ademas, también es clave para el
desarrollo y el mantenimiento de las vénulas de endotelio alto (HEV) (Browning y col,
Immunity 2005, 23(5), 539-550, doi: 10.1016/j.immuni.2005.10.002). En muchos
tumores solidos se detectan histologicamente agregados pluricelulares que se
asemejan a organos linfaticos secundarios, compuestos por linfocitos T y células
dendriticas (CD) activadas, linfocitos B y HEV. Las pruebas clinicas muestran que la
presencia de dichos organos linfaticos ectépicos, también llamados estructuras
linfaticas terciarias (TLS) o la presencia de HEV se correlaciona con un mejor
pronostico en varias indicaciones tumorales (Dieu-Nosjean y col, Immunol. Rev. 2016,
271(1), 260-275, doi: 10.1111/imr.12405). Se cree que las TLS y las HEV se forman en
respuesta a las mismas sefiales moleculares implicadas en el desarrollo de los

ganglios linfaticos, tales como la activaciéon de la via LTBR. La activacién de la via
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LTBR tiene, por lo tanto, el potencial de promover la formacién de TLS en el
microambiente tumoral e inducir respuestas inmunitarias antitumorales.

De hecho, las pruebas preclinicas apoyan la hipétesis de que la activacion de LTBR
puede incrementar la infiltracion inmunitaria, potenciar las respuestas a los inhibidores
de puntos de control e inducir la formacién de TLS. La activacion de LTBR por medio
de un anticuerpo agonista o un ligando dirigido, incremento la infiltracion de linfocitos T
en varios modelos tumorales de ratén (Lukashev y col, Cancer Res. 2006, 66(19),
9617-9624, doi: 10.1158/0008-5472.CAN-06-0217). En consecuencia, la politerapia
con inhibidores de puntos de control fue mas eficaz cuando se combiné con un
agonista de LTBR (Allen y col, Sci Transl Med. 2017, 9(385), eaak9679, doi:
10.1126/scitranslmed.aak9679; Johansson-Percival y col, Cell Rep. 2017, 13(12),
2687-2698, doi: 10.1016/j.celrep.2015.12.004; y Tang y col, Cancer Cell 2016, 29(3),
285-296, doi: 10.1016/j.ccell.2016.02.004). Ademas, se informaron pruebas de la
formacion de TLS y del desarrollo de HEV en respuesta a dichos agonistas.

Ademas del papel clave de LTBR en el desarrollo de TLS y HEV, se ha encontrado
que la activacion de LTBR induce la muerte celular de determinadas lineas celulares
de carcinoma (Browning y col, J Exp Med 1996, 183(3), 867-878, doi:
10.1084/jem.183.3.867). Un estudio de fase | evalué la seguridad y tolerabilidad de un
anticuerpo agonista anti-LTBR humanizado (hCBE11l) en pacientes con tumores
s6lidos avanzados (ClinicalTrials.gov, NCT00105170). El estudio se suspendid y
posteriormente se finalizé antes de completar la inscripcién de pacientes. Esto sugiere
la posibilidad de que se produzcan graves problemas de seguridad asociados al
agonismo generalizado de LTBR en humanos.

Dado el enorme potencial terapéutico de los agonistas de LTBR para mejorar las
inmunoterapias contra el cancer, existe la necesidad de proporcionar anticuerpos
agonistas anti-LTBR con un excelente perfil farmacolégico o anticuerpos biespecificos
con un perfil de seguridad ventajoso y la capacidad de activar LTBR solo en el

microambiente tumoral y no en otros tejidos que expresan LTBR.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a nuevos anticuerpos que se unen especificamente al
receptor de linfotoxina beta humano (LTBR), en particular anticuerpos agonistas anti-
LTBR hu. Estos anticuerpos son capaces de unirse al LTBR humano y al LTBR de
cynomolgus con una diferencia de afinidad de menos de 2 veces. Algunos de los

nuevos anticuerpos agonistas anti-LTBR hu son incluso capaces de unirse a LTBR
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humano, LTBR de cynomolgus y LTBR murino. La invencién también se refiere a
anticuerpos multiespecificos que comprenden estos nuevos anticuerpos agonistas.

Por tanto, se proporciona en el presente documento un anticuerpo agonista anti-
receptor de linfotoxina beta (LTBR) que se une especificamente a LTBR humano y a
LTBR de cynomolgus, en el que dicho anticuerpo comprende

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32; o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48; o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80; o

(iv) una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una

CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
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secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88; o

(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(vi) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una regioén variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de

amino4cidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe en
el presente documento anteriormente, en el que el anticuerpo agonista tiene al menos
una de las siguientes propiedades:

(@) seune alTBR humanoy a LTBR de cynomolgus con una diferencia de afinidad
de menos de 2 veces; 0

(b) se une al dominio extracelular de LTBR humano con una CEsy de menos de 4
nM medida por ELISA y se une al dominio extracelular de LTBR de cynomolgus con
una CEso de menos de 5 nM medida por ELISA; o

(c) requiere reticulacion para que su actividad agonista active el LTBR humano; o
(d) requiere reticulacién para que su actividad agonista induzca la regulacion por
incremento de ICAM en células endoteliales de la vena umbilical humana o en
fibroblastos asociados al cancer; o

(e) inhibe la interaccién entre el LTBR humano y sus ligandos humanos linfotoxina
a1p2 y LIGHT.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR que comprende

() una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o
(i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
(i) una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o
(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera
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(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o
(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o
(ix) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe en el presente
documento anteriormente comprende

(i) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
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(i)  una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(v) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98, o

(vi) unaregioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

(ix) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR como se
describe en el presente documento anteriormente, en el que el anticuerpo agonista
anti-LTBR se une ademés especificamente a LTBR murino. En un aspecto, el
anticuerpo agonista anti-LTBR se une al dominio extracelular de LTBR murino con una
CEso de menos de 1 nM, medida por ELISA.

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR que se une ademas especificamente
a LTBR murino comprende

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1l) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la

complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR que se une ademas especificamente
a LTBR murino comprende

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En un aspecto particular, el anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe en el
presente documento se une a la region epitdpica de SEQ ID NO:351 en LTBR
humano. En un aspecto, dicho anticuerpo agonista anti-LTBR comprende una region
variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad de la
cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32. En un
aspecto, comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:34.

La invencion también se refiere a anticuerpos agonistas anti-LTBR que son
anticuerpos especificos multiespecificos que comprenden el anticuerpo agonista anti-
LTBR como se describe en el presente documento anteriormente. En un aspecto
particular, se proporcionan anticuerpos agonistas anti-LTBR que son anticuerpos
biespecificos. En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento
anteriormente, el anticuerpo agonista anti-LTBR comprende preferentemente un
dominio Fc de origen humano, en particular de la subclase IgG humana, mas en
particular de la subclase IgG1l humana. En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-
LTBR comprende un dominio Fc de la subclase IgG1 humana que comprende una o
mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de union de la molécula de

unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora. En un aspecto, el
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anticuerpo agonista anti-LTBR comprende un dominio Fc de la subclase IgG1 humana
con las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (nhumeracion de acuerdo
con el indice EU de Kabat).

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR es un anticuerpo biespecifico que se
une especificamente a LTBR y a un antigeno asociado a tumor (TAA).

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR que es un anticuerpo
biespecifico que puede unirse especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR) y
a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) y, por tanto, combina un dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a FAP con al menos un dominio de
unién a antigeno que puede unirse de manera agonista a LTBR, en particular LTBR
hu, en el que la activacion a través de LTBR se proporciona mediante la reticulacion a
través de la union a FAP expresada en las células estromales tumorales. A diferencia
de los anticuerpos agonistas anti-LTBR convencionales no dirigidos, el
direccionamiento a una diana asociada a tumor (TAA) como FAP permite restringir el
agonismo de LTBR exclusivamente al microambiente tumoral (endotelio tumoral y
fibroblastos asociados al cancer), reduciendo de este modo los efectos secundarios
potenciales.

La proteina de activacion de fibroblastos (FAP) es una serina proteasa altamente
expresada en la superficie celular de las células estromales asociadas al cancer y en
las células reticulares fibroblasticas de los érganos linfaticos secundarios, pero tiene,
de otro modo, una expresion muy limitada en los tejidos normales. La FAP es
altamente prevalente en diversas indicaciones de cancer, lo que permite su uso como
resto de direccionamiento para farmacos que deben acumularse dentro del estroma
tumoral.

Por tanto, en un aspecto se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR, que comprende

(@) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la proteina
de activacion de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR), y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
del anticuerpo a un receptor de Fc y/o la funcion efectora.

Los anticuerpos biespecificos poseen un dominio Fc compuesto por una primera y una

segunda subunidad que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que
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reducen la afinidad de union del anticuerpo a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.
La reticulacion mediada por el receptor de Fc queda de este modo anulada y la
activacion especifica de tumor se logra mediante la reticulacién a través de la union
del dominio de union a antigeno que se une especificamente a FAP a través de la
unién a su diana asociada al tumor. Se proporciona un anticuerpo biespecifico que
solo activa LTBR al unirse a FAP. Por tanto, se proporciona un anticuerpo que activa
LTBR en el estroma tumoral. Por tanto, se proporciona un anticuerpo biespecifico que
activa LTBR en el estroma tumoral.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@ un primer fragmento Fab que se une especificamente a la proteina de activacion
de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo fragmento Fab que se une especificamente al receptor de linfotoxina
beta (LTBR), y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
afinidad de unién de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion
efectora.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, en el
que el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende un tercer dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a LTBR, es decir un anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR que comprende (a) un primer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), (b) un
segundo y un tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente al
receptor de linfotoxina beta (LTBR), y (¢) un dominio Fc compuesto por una primera y
una segunda subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que
reducen la afinidad de unién de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc
y/o la funcion efectora.

En un aspecto particular, el tercer dominio de unidon a antigeno que se une
especificamente a LTBR es idéntico al segundo dominio de unién a antigeno que se
une especificamente a LTBR, lo que significa que el segundo y el tercer dominio de
union a antigeno que se unen especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR)
son el mismo. En un aspecto, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que
se unen especificamente a LTBR son fragmentos Fab que se unen especificamente a

LTBR. En un aspecto, los fragmentos Fab que se unen especificamente a LTBR son
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fragmentos fab cruzados. En otro aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a FAP es un fragmento Fab.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a la proteina de activacién de fibroblastos (FAP) que comprende

(i) una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una regiébn determinante de Ila
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:19, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:22, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:23, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:24, o

(i) una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:14, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:15, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:16.

En un aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende (i) una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende
una region determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que

comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una regién variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8, o (ii) una region variable de la cadena pesada (VuFAP)
gue comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:19, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una
region variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:22, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24. En un aspecto particular,
el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP comprende
() una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una regién variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8.

En un aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una regién variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, o
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, y una region variable de la cadena ligera
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aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26, o
comprende una region variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:17, y una region variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18. En
un aspecto, el primer dominio de union a antigeno que se une especificamente a FAP
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:10 o comprende
una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una regioén variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 o comprende una region
variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18. En un aspecto particular, el primer
dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP comprende una
region variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una region variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10. En particular, el primer
dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP comprende una
region variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una region variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10 y es un fragmento Fab.

En otro aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR que comprende

(i)  una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1l) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32; o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48; o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80; o

(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88; o

(v) una regién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o
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(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen
especificamente a LTBR comprenden

(i)  una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1l) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32; o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48; o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80; o

(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88; o

(v) una regién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o
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(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se
divulga en el presente documento, en el que el segundo dominio de unién a antigeno
(y opcionalmente el tercer dominio de unién a antigeno) que se une especificamente a
LTBR, comprenden cada uno

(i) una regiébn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o
(i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una

secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
(i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o
(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una regioén variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o
(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o
(ix) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una

secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un segundo dominio de unién a antigeno (y
opcionalmente un tercer dominio de unién a antigeno) que se une especificamente a
LTBR que comprende

(i) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V.LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(v) unaregion variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98, o

(vi) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

(ix) unaregioén variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.
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En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como
se divulga en el presente documento, en el que el segundo dominio de unién a
antigeno (y opcionalmente el tercer dominio de unidon a antigeno) que se une
especificamente a LTBR humano, LTBR de cynomolgus y LTBR murino comprende
una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region

variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
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secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende un segundo
dominio de unién a antigeno (y opcionalmente un tercer dominio de unién a antigeno)
que se une especificamente a LTBR humano, LTBR de cynomolgus y LTBR murino
que comprende

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno (y opcionalmente un tercer
dominio de unioén a antigeno) que se une especificamente a LTBR comprende

(i) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregioén variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(i)  una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50.

En un aspecto particular, el segundo dominio de unién a antigeno (y opcionalmente un

tercer dominio de unién a antigeno) que se une especificamente a LTBR comprende
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34. En otro aspecto
particular, el segundo dominio de unién a antigeno (y opcionalmente un tercer dominio
de unién a antigeno) que se une especificamente a LTBR comprende una region
variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de amino&cidos
de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende
la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:42. Aun en otro aspecto particular, el
segundo dominio de unién a antigeno (y opcionalmente un tercer dominio de unién a
antigeno) que se une especificamente a LTBR comprende una region variable de la
cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:49 y una regién variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50.

Por tanto, en un aspecto particular, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
como se describe en el presente documento comprende (a) un primer dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que comprende una region
variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, y (b) un segundo dominio de union a
antigeno (y opcionalmente un tercer dominio de unién a antigeno) que se une
especificamente a LTBR, que comprende una region variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:34. En otro aspecto, la molécula de unién a antigeno biespecifica como
se describe en el presente documento comprende (a) un primer dominio de unién a
antigeno que se une especificamente a FAP, que comprende una region variable de la
cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:9 y una regioén variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO:10, y (b) un segundo dominio de unién a antigeno (y
opcionalmente un tercer dominio de unién a antigeno) que se une especificamente a
LTBR, que comprende una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de
la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:42. Aln en otro aspecto, la molécula de unidén a antigeno biespecifica como se

describe en el presente documento comprende (a) un primer dominio de union a
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antigeno que se une especificamente a FAP, que comprende una region variable de la
cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:9 y una region variable de la cadena ligera (VLFAP) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:10, y (b) un segundo dominio de unién a antigeno (y
opcionalmente un tercer dominio de union a antigeno) que se une especificamente a
LTBR, que comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de
la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:50.

En todos estos aspectos descritos en el presente documento anteriormente, el
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende un dominio Fc compuesto por
una primera y una segunda subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones
aminoacidicas que reducen la afinidad de union de la molécula de unién a antigeno a
un receptor de Fc y/o la funcion efectora. En un aspecto, el dominio Fc compuesto por
una primera y una segunda subunidad es un dominio Fc de IgG. En un aspecto
particular, el dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad es un
dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4. En un aspecto particular, el dominio Fc
es de la subclase IgG1 humana con las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y
P329G (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como
se define en el presente documento anteriormente, en el que la primera subunidad de
la regién Fc comprende botones y la segunda subunidad de la region Fc comprende
ojales de acuerdo con el procedimiento de botén en ojal. En particular, se proporciona
una molécula de unién a antigeno biespecifica, en la que (i) la primera subunidad de la
region Fc comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat) y la segunda subunidad de la regién Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas Y349C, T366S e Y407V (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat), o (ii) la primera subunidad de la regién Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas K392D y K409D (numeracién de acuerdo
con el indice EU de Kabat) y la segunda subunidad de la regién Fc comprende las
sustituciones aminoacidicas E356K y D399K (numeracion de acuerdo con el indice EU
de Kabat). Mas en particular, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR, en el que la primera subunidad de la region Fc comprende las sustituciones

aminoacidicas S354C y T366W (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat) y
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la segunda subunidad de la region Fc comprende las sustituciones aminoacidicas
Y349C, T366S e Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como
se define en el presente documento anteriormente, que comprende

(@) un primer fragmento Fab que se une especificamente a FAP,

(b) un segundo fragmento Fab que se une especificamente a LTBR, y

(c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
del anticuerpo a un receptor de Fc y/o la funcion efectora. En un aspecto, el segundo
fragmento Fab que se une especificamente a LTBR es un fragmento Fab cruzado. Por
tanto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que proporciona
una unién monovalente hacia LTBR y una uniébn monovalente hacia FAP.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@) un primer fragmento Fab que se une especificamente a FAP,

(b) un segundo y un tercer fragmento Fab que se unen especificamente a LTBR, y
(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
del anticuerpo a un receptor de Fc y/o la funcién efectora, en el que el primer
fragmento Fab que se une especificamente a FAP esta fusionado en su extremo N al
extremo C de una de las subunidades del dominio Fc y el segundo y un tercer
fragmento Fab gque se unen especificamente a LTBR estan fusionados cada uno en su
extremo C al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc.

Por tanto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
proporciona una unién bivalente hacia LTBR y una unién monovalente hacia FAP.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona uno 0 MAas
polinucleétidos aislados que codifican un anticuerpo agonista anti-LTBR o un
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe en el presente
documento anteriormente. La invencién proporciona ademas un vector, en particular
un vector de expresion, que comprende el polinucleétido aislado de la invencién y una
célula huésped que comprende el acido nucleico aislado o el vector de expresion de la
invencién. En algunos aspectos, la célula huésped es una célula eucariota, en
particular una célula de mamifero. En otro aspecto, se proporciona un procedimiento
de produccion de un anticuerpo agonista anti-LTBR 0 un anticuerpo agonista

biespecifico anti-LTBR como se describe en el presente documento anteriormente,
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que comprende cultivar la célula huésped como se describe anteriormente en
condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo agonista anti-LTBR o un
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, y aislar el anticuerpo agonista anti-LTBR o
un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR. La invencion también engloba el
anticuerpo agonista anti-LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
producido mediante el procedimiento de la invencion.

La invencién proporciona otra composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
agonista anti-LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe
en el presente documento anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable.
En un aspecto, la composiciobn farmacéutica comprende un agente terapéutico
adicional.

También se engloba por la invencion el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR como se describe en el presente documento
anteriormente, o la composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR, para su uso como medicamento.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se
describe en el presente documento anteriormente o la composicion farmacéutica de la
invencién, para su uso en (a) inducir la regulacién por incremento de ICAM en las
células endoteliales o los fibroblastos asociados al cancer, o (b) potenciar la adhesion
de linfocitos T.

En un aspecto especifico, se proporciona el anticuerpo agonista anti-LTBR o el
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe en el presente
documento anteriormente o la composicién farmacéutica de la invencién, para su uso
en el tratamiento del cancer. En otro aspecto especifico, la invencién proporciona el
anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como
se describe en el presente documento anteriormente para su uso en el tratamiento del
cancer, en el que el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR se administra en combinacién con un agente quimioterapico,
radiacion y/u otros agentes para su uso en la inmunoterapia del cancer. En un
aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR como se describe en el presente documento es para su uso en el tratamiento
del cancer, en el que el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR es para su administracion en combinaciéon con un agente que
bloquea la interaccion PD-L1/PD-1. En otro aspecto, se proporciona el anticuerpo

agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe
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en el presente documento anteriormente o la composiciébn farmacéutica de la
invencién, para su uso en la regulacion por incremento o la prolongacién de la
actividad de los linfocitos T citotoxicos.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para inhibir el crecimiento
de células tumorales en un individuo que comprende administrar al individuo una
cantidad eficaz del anticuerpo agonista anti-LTBR o del anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR como se describe en el presente documento anteriormente, o la
composicion farmacéutica de la invencién, para inhibir el crecimiento de las células
tumorales. En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para tratar o
retrasar el cancer en un individuo que comprende administrar al individuo una cantidad
eficaz del anticuerpo agonista anti-LTBR o del anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR como se describe en el presente documento anteriormente, o la composicion
farmacéutica de la invencion.

También se proporciona el uso de la molécula de unién a antigeno biespecifica como
se describe en el presente documento anteriormente para la fabricacibn de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo necesita,
en particular para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer, asi
como un procedimiento para tratar una enfermedad en un individuo, que comprende
administrar a dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion que comprende el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR de la invencién en una forma farmacéuticamente aceptable. En
un aspecto especifico, la enfermedad es cancer. En cualquiera de los aspectos

anteriores, el individuo es un mamifero, en particular un ser humano.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Las Figuras 1A a 1G muestran representaciones esquematicas de las proteinas
solubles recombinantes (receptores, ligandos y proteinas herramienta) usadas como
antigenos para la presentacién en fagos y la inmunizacion para generar anticuerpos
anti-LTBR. La Figura 1A muestra una representacion esquematica del denominado
agotador de Fc biotinilado (agotador de Fc kh NC avi biotinilado, P1AA0981), que
comprende un dominio Fc botéon en ojal (kh) que se usa como agente de
preaclaramiento para evitar que los clones se unan al dominio Fc. La Figura 1B
muestra una representacion esquematica de la linfotoxina a1f2 humana
monocatenaria avi his (P1AE1235). La Figura 1C muestra una representacion

esquematica de la linfotoxina a1B2 murina monocatenaria avi his (P1AE1236). La
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Figura 1D muestra una representacién esquematica del ectodominio DEC de LTBR hu
monomeérico (S28-M227) como fusién Fc avi biotinilado (P1AE2835). La Figura 1E
muestra una representacion esquematica de la fusién Fc ectodominio DEC de LTBR
mu monomeérico (S28-L223) avi biotinilado (P1AE4410). La Figura 1F muestra una
representacion esquemdtica de la fusibn Fc ectodominio DEC de LTBR cyno
monomeérico (S28-M227) avi biotinilado (P1AE4411). La Figura 1G muestra una
representacion esquematica de la fusion Fc LTBR humano monomérico N-terminal
(DEC de longitud completa) IgG1 hu kih HRYF avi (P1AE1217).

Las Figuras 2A a 2f muestran representaciones esquematicas de antigenos
adicionales usados para el cribado y la caracterizacién de clones de anticuerpos anti-
LTBR y anticuerpos biespecificos anti-FAP-LTBR. La Figura 2A muestra una
representacion esquematica de una fusibn Fc LTBR hu dimérico biotinilado
(P1AE2401). La Figura 2B muestra una representacion esquematica de una fusion Fc
DEC LTBR humano (S28-M227) N- y extremo C extendido - wt kih HRYF - Avi - His
biotinilado (P1AE7979). La Figura 2C muestra una representacién esquematica de
una fusion Fc LTBR cyno monomeérico N terminal (DEC de longitud completa) IgG1 hu
kih HRYF avi biotinilado (P1AE2656). La Figura 2D muestra una representacion
esquematica de LTBR murino dimérico-Fc conectado por enlace disulfuro homodimero
biotinilado (P1AE2655). La Figura 2E muestra una representacién esquematica de
FAP humana - Avi - His biotinilada (P1AA5347). La Figura 2F muestra una
representacion esquematica de FAP murina - Avi - His biotinilada (P1AD9907).

La Figura 3 muestra la identificacién del clon Fab FAPItbr.P218.076 (P1AE5929
después de la conversion a IgG) como anticuerpo que presenta reactividad cruzada en
un ELISA tipo sandwich en el que se determiné la union especifica a LTBR humano
(P1AE2835) y LTBR murino (P1AE4410). El anticuerpo se origina de la presentacion
en fagos. Se us6 un fragmento Fc humano (P1AA0981) para confirmar la union
especifica a LTBR y excluir la union Fc, ya que los antigenos usados en la
presentacion en fagos han sido proteinas de fusién etiquetadas con Fc. El eje Y
representa DOusp-900.

La Figura 4 muestra la inhibicion de las interacciones LTBR-linfotoxina a132 mediante
anticuerpos IgG anti-LTBR. Las IgG anti-LTBR seleccionadas se han titulado en
diluciones de 3 veces a partir de 100 nM (15 pg/ml).

La Figura 5 muestra la inhibicibn de las interacciones LTBR-LIGHT mediante
anticuerpos IgG anti-LTBR. Las IgG anti-LTBR seleccionadas se han titulado en

diluciones de 3 veces a partir de 100 nM (15 pg/ml).
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La Figura 6 muestra los resultados para diversas IgG anti-LTBR en ausencia o
presencia de un anticuerpo de reticulacion (conector) como se determiné en el ensayo
reportero de HeLa NFkB como se describe en el Ejemplo 1.7. La concentracion de las
lgG anti-LTBR se representa contra las unidades de iluminacion liberadas (RLU)
medidas después de la incubacion y la adicibn de la solucion de deteccion de
luciferasa.

La Figura 7 muestra los resultados de la evaluacion de la unién a LTBR en la
superficie celular (FACS en células CHO LTBR humanas recombinantes) para las 1gG
anti-LTBR representadas como la mediana de la intensidad de fluorescencia contra la
concentracion. Las IgG anti-LTBR se han usado en una titulacion con etapas de
dilucién de 3 veces a partir de 20 pg/ml.

La Figura 8 muestra el mapa de calor de agrupamiento de epitopos basado en los
respectivos valores de unién en porcentaje para 8 IgG anti-LTBR seleccionadas.

Las Figuras 9A a 9E muestran representaciones esquematicas de anticuerpos anti-
LTBR y anticuerpos biespecificos anti-FAP-LTBR. La Figura 9A muestra una
representacion esquematica de un anticuerpo monoespecifico anti-LTBR humano
IgG1 PG LALA. La Figura 9B muestra una representacion esquematica del anticuerpo
biespecifico anti-LTBR/anti-FAP 1+1 como anticuerpo cruzado IgG1 PG LALA humano
con dominios V cruzados en el brazo Fab anti-LTBR y cargas en los dominios CH1/Ck
del brazo Fab anti-FAP. La Figura 9C muestra una representacion esquematica del
anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-FAP 1+1 como anticuerpo cruzado IgG1l PG
LALA humano con dominios CH1/Ck cruzados en el brazo Fab anti-FAP. La Figura 9D
muestra una representacion esquematica del anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-
FAP 2+1 como anticuerpo cruzado 1gG1l PG LALA humano con dominios CH1/Ck
cruzados en el brazo Fab anti-FAP y un segundo fragmento Fab anti-LTBR fusionado
al extremo C del dominio Fc. La Figura 9E muestra una representacion esquematica
del anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-FAP 2+1 como anticuerpo cruzado IgG1 PG
LALA humano con dominios V cruzados en ambos brazos Fab anti-LTBR y cargas en
los dominios CH1/Ck del fragmento Fab anti-FAP que esta fusionado al extremo C del
dominio Fc.

La Figura 10 muestra la inhibicion de las interacciones LTBR-linfotoxina a1p2
mediante anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR. Los anticuerpos biespecificos
anti-FAP/anti-LTBR seleccionados se han titulado en diluciones de 3 veces a partir de
100 nM (15 pg/ml).
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La Figura 11 muestra la inhibicion de las interacciones LTBR-LIGHT mediante
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR. Los anticuerpos biespecificos anti-
FAP/anti-LTBR seleccionados se han titulado en diluciones de 3 veces a partir de 100
nM (15 pg/ml).

Las Figuras 12A y 12B muestran representaciones esquemadticas de los anticuerpos
sustitutos murinos biespecificos anti-FAP-LTBR. La Figura 12A muestra una
representacion esquematica del anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-FAP 1+1 como
anticuerpo cruzado IgG1 DA PG murino con dominios V cruzados en el brazo Fab anti-
FAP y cargas en los dominios CH1/Ck del brazo Fab anti-LTBR mu. La Figura 12B
muestra una representacion esquematica del anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-
FAP 2+1 como anticuerpo cruzado lgG1l DA PG murino con cargas en los dominios
CH1/Ck de ambos Fab anti-LTBR y dominios CH1/Ck cruzados en el fragmento Fab
anti-FAP que est4 fusionado al extremo C del dominio Fc. La Figura 12C muestra una
representacion esquematica de un anticuerpo biespecifico anti-LTBR/no-dirigido 2+1
(DP47) como anticuerpo cruzado IlgGl DA PG murino con cargas en los dominios
CH1/Ck de ambos Fabs anti-LTBR y dominios CH1/Ck cruzados en el fragmento Fab
no-dirigido (DP47) que esta fusionado al extremo C del dominio Fc.

Las Figuras 13A a 13D muestran que los anticuerpos agonistas anti-LTBR regulan por
incremento ICAM en las células endoteliales de una manera dependiente de la
reticulacion. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia de ICAM en
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) tratadas con anticuerpos
agonistas anti-LTBR humano en presencia (Figura 13A y Figura 13C) o ausencia
(Figura 13B y Figura 13D) de un anticuerpo de reticulacién de Fc (reticulador anti-Fc).
Los datos estan normalizados con respecto a la actividad del anticuerpo anti-LTBR
CBE11 (P1AE1873).

Las Figuras 14A a 14D muestran que los anticuerpos agonistas anti-LTBR regulan por
incremento ICAM en los fibroblastos asociados al cancer (CAF) de manera
dependiente del reticulador. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia
de ICAM en CAF inmortalizados tratados con anticuerpos agonistas anti-LTBR
humano en presencia (Figura 14A y Figura 14C) o ausencia (Figura 14B y Figura
14D) de un reticulador anti-Fc. Los datos estdn normalizados con respecto a la
actividad del anticuerpo anti-LTBR CBE11 (P1AE1873).

Las Figuras 15A a 15F muestran la unién de moléculas de unién a antigeno
biespecificas anti FAP-LTBR a LTBR humano (Figura 15A y Figura 15D), cyno
(Figura 15B y Figura 15E) y murino (Figura 15C y Figura 15F) en células CHO-K1
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genomanipuladas para sobreexpresar LTBR humano, cyno o murino. Se muestra la
mediana de la intensidad de fluorescencia del anticuerpo secundario anti-Fc humano
que detecta las moléculas biespecificas FAP-LTBR unidas en células que
sobreexpresan LTBR humano (Figura 15A y Figura 15D), LTBR de mono cynomolgus
(Figura 15B y Figura 15E) o LTBR murino (Figura 15C y Figura 15F). Los datos
estan normalizados con respecto al valor de referencia.

Las Figuras 16A a 16D muestran que las moléculas de unién a antigeno biespecificas
anti FAP-LTBR regulan por incremento ICAM en los fibroblastos asociados al cancer
de manera dependiente de FAP. Se muestra la mediana de la intensidad de
fluorescencia de ICAM en CAF inmortalizados que expresan enddgenamente LTBR y
FAP (Figura 16A y Figura 16C, hTERT CAF) o que sélo expresan LTBR (Figura 16B
y Figura 16D, hTERTCAFs_delFAP). Los datos estan normalizados con respecto a la
expresion de ICAM del control no tratado.

Las Figuras 17A a 17D ilustran que las moléculas biespecificas anti-FAP-LTBR
regulan por incremento ICAM en las células endoteliales de manera dependiente de
FAP. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia de ICAM en HUVEC
CD31* cultivadas conjuntamente con células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP (Figura
17A y Figura 17C) o células NIH-3T3 sin expresién de FAP (Figura 17B y Figura
17D). Los datos se normalizan con respecto a la expresion de ICAM del control no
tratado y los valores de CEso se indican en la leyenda.

Las Figuras 18A a 18F demuestran que las moléculas de unién a antigeno
biespecificas anti-FAP-LTBR inducen la secrecién de quimioatrayentes por parte de
las células endoteliales de manera dependiente de FAP. La concentracion de
diferentes quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) se midi6 mediante Bio-plex en
sobrenadantes de HUVEC cultivadas conjuntamente con células NIH-3T3 que
sobreexpresan FAP (Figura 18A, Figura 18C y Figura 18E) o células NIH-3T3 sin
expresion de FAP (Figura 18B, Figura 18D y Figura 18F) tratadas durante 48 horas
con moléculas biespecificas anti FAP-LTBR.

La Figura 19 muestra el incremento de la adhesiéon de linfocitos T en el endotelio
estimulado con moléculas de uniébn a antigeno biespecificas anti FAP-LTBR. Se
muestra el area de linfocitos T marcados adheridos a cultivos de HUVEC que se
estimulan con anticuerpos biespecificos anti FAP-LTBR (2 nM) en presencia (barras
negras) o ausencia (barras blancas) de FAP. Se usa TNFa (0,5 ng/ml) como control

positivo.
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Las Figuras 20A y 20B demuestran que las moléculas sustitutas de anticuerpos
biespecificos anti FAP-LTBR regulan por incremento las moléculas de adhesién en los
fibroblastos de raton de manera dependiente de FAP in vitro. Se muestra la mediana
de la intensidad de fluorescencia de VCAM en células NIH-3T3 (Figura 20A) o en
células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP (Figura 20B) tratadas con moléculas
sustitutas del anticuerpo anti FAP-LTBR o con un anticuerpo agonista anti-LTBR de
raton (5G11). Los datos estan normalizados con respecto a la expresion del valor de
referencia de VCAM de los controles no tratados.

Las Figuras 21A y 21B muestran que las moléculas sustitutas del anticuerpo
biespecifico anti FAP-LTBR regulan por incremento las moléculas de adhesion en las
células endoteliales de manera dependiente de FAP in vitro. Se muestra la mediana de
la intensidad de fluorescencia de ICAM en HUVEC CD31" cultivadas conjuntamente
con NIH-3T3 (Figura 21A) o células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP (Figura 21B).
La Figura 22 muestra el disefio de un estudio in vivo en ratones para evaluar la
seguridad, la eficacia y el perfil farmacodindmico de los anticuerpos biespecificos anti
FAP-LTBR solos o en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1 en un modelo
tumoral subcutaneo MC38-hu CEA. La linea temporal describe los puntos temporales
de tratamiento y sacrificio y la tabla describe los detalles de los grupos de tratamiento,
la administracion de dosis y la programacion de este estudio.

En la Figura 23A se muestra que las moléculas sustitutas anti FAP-LTBR inhiben el
crecimiento tumoral en un modelo tumoral subcutaneo MC38-huCEA en monoterapia y
mejoran la respuesta al tratamiento con aPD-L1. Las curvas de crecimiento tumoral de
los ratones tratados con vehiculo, P1AF4664, P1AF4674, aPD-L1, P1AF4664+aPD-L1
y P1AF4674+aPD-L1 se representan graficamente en la Figura 23A. La comparacion
de los volumenes tumorales a los 12 dias de inicio del tratamiento muestra un volumen
mayor estadisticamente significativo en el vehiculo frente a P1AF4764, en el vehiculo
frente a P1AF4664+aPD-L1, en el Vehiculo frente a P1AF4674+aPD-L1 y en aPD-L1
frente a P1AF4674+aPD-L1. El analisis estadistico se realizO6 con Anova
unidireccional, prueba de comparacion multiple de Holm-Sidak (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001). (Figura 23B). En las Figuras 23C a 23H se muestran las curvas
individuales de crecimiento tumoral de los ratones tratados con vehiculo, P1AF4664,
P1AF4674, aPD-L1, P1AF4664+aPD-L1 y P1AF4674+aPD-L1.

Las Figuras 24A y 24B demuestran que las moléculas sustitutas anti FAP-LTBR
fueron capaces de inducir la activacion endotelial en un modelo tumoral subcutaneo

MC38-huCEA. El andlisis por citometria de flujo de las suspensiones de células
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individuales del tumor se llevé a cabo el dia 9 y el dia 16 posteriores al inicio del
tratamiento. Las células endoteliales se clasificaron como CD45-, huCEA-, CD31" y
podoplanina- y se cuantificd la mediana de la intensidad de fluorescencia para ICAM
(Figura 24A y Figura 24B). Los datos muestran que el tratamiento con P1AF4664 y
P1AF4674 incrementa ICAM en las células endoteliales tumorales durante todo el
tratamiento. El andlisis estadistico se realiz6 con Anova unidireccional, prueba de
comparacion multiple de Holm-Sidak (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001).

La Figura 25 muestra el disefio de un estudio in vivo en ratones para evaluar la
seguridad, la eficacia y el perfil farmacodindmico de los anticuerpos biespecificos anti
FAP-LTBR solos o0 en combinacion con un anticuerpo anti-PD-L1 en un modelo
tumoral subcutaneo KPC4662-huCEA. La linea temporal describe los puntos
temporales de tratamiento y sacrificio y la tabla describe los detalles de los grupos de
tratamiento, la administracion de dosis y la programacién de este protocolo de estudio
KPC4662-huCEA.

Las Figuras 26A a 26C demuestran que las moléculas sustitutas anti FAP-LTBR
inducen vénulas del endotelio alto en el modelo tumoral subcutdneo KPC4662-huCEA.
En los grupos de tratamiento se registré un incremento significativo de los vasos
sanguineos positivos a Meca79, como fraccién de todos los vasos sanguineos, en
comparacion con el grupo vehiculo. El analisis estadistico se realiz6 con Anova
unidireccional, prueba de comparacién multiple de Holm-Sidak (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** n < 0,001) (Figura 26A). La tincién por inmunofluorescencia representativa de
CD31 (todos los vasos sanguineos) y Meca79 (HEV) en una muestra tratada con
P1AF4664 a partir del dia 6 después del inicio del tratamiento se muestra en la Figura
26B y Figura 26C, respectivamente.

La Figura 27 muestra el disefio del estudio de un estudio in vivo en ratones para
evaluar la seguridad, la eficacia y el perfil farmacodinamico de las moléculas de union
a antigeno biespecificas anti-LTBR solas o0 en combinacion con un anticuerpo anti-PD-
L1 en un modelo tumoral ortotépico EMT6. La linea temporal describe los puntos
temporales de tratamiento y sacrificio y la tabla describe los detalles de los grupos de
tratamiento, la administracion de dosis y la programacién de este protocolo de estudio
EMT6. El vehiculo y las moléculas de uni6on a antigeno biespecificas anti-LTBR
murinas P1AG5459 y P1AG5461 (control no dirigido) se inyectaron en todos los
puntos temporales indicados anteriormente (dO, d2, d5, d7, etc.), si no se indica de
otro modo. PDL1 se inyectd sélo en los puntos temporales indicados por las flechas

vacias, si no se indica de otro modo.
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En la Figura 28A y 28B se muestra que los anticuerpos sustitutos murinos
biespecificos anti-FAP-LTBR (P1AG5459) inhiben el crecimiento tumoral en un modelo
tumoral ortotopico EMT6 en monoterapia y mejoran la respuesta al tratamiento con
aPD-L1. Las curvas de crecimiento tumoral (mediana) de los ratones tratados con
vehiculo, P1AG5459, P1AG5461, aPD-L1 y P1AG5459 + aPD-L1 se representan
graficamente en la Figura 28A. La comparacion de los volimenes tumorales a los 22
dias después del inicio del tratamiento se representa graficamente en la Figura 28B y
muestra un volumen mayor estadisticamente significativo en el vehiculo frente a
P1AG5459, en el vehiculo frente a P1AG5459+aPD-L1, en P1AG5459 frente a
P1AG5461 y en P1AG5461 frente a P1AG5459+aPD-L1. El analisis estadistico se
realiz6 con Anova unidireccional, prueba de comparacion multiple de Holm-Sidak (* p
< 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001).

Las Figuras 29A a 29C demuestran que el anticuerpo sustituto murino biespecifico
anti-LTBR P1AG5459 fue capaz de inducir la activacion endotelial y la diferenciacién
de HEV de manera dependiente de FAP en un modelo tumoral ortotépico EMT6. El
analisis por citometria de flujo de las suspensiones de células tumorales individuales
se llevo a cabo el dia 13 después del inicio del tratamiento. Las células endoteliales se
clasificaron como CD45-, CD31" y podoplanina- y se cuantificaron las medianas de la
intensidad de fluorescencia para ICAM (Figura 29A) y VCAM (Figura 29B) o el % de
células endoteliales Meca79+ (Figura 29C). Los datos muestran que el tratamiento
con P1AG5459 solo o en combinacién con aPD-L1, pero no con el control no dirigido
P1AG5461, incrementa ICAM y VCAM en las células endoteliales del tumor e
incrementa la frecuencia de células endoteliales Meca79+ (Figura 29C). Los efectos
sobre la activacion endotelial y la diferenciacion de HEV son méas pronunciados en los
ratones que responden al tratamiento (o) que en los que no responden al tratamiento
(o).

La Figura 30A muestra que el tratamiento con P1LAG5459 solo o en combinacion con
aPD-L1, pero no con P1AG5461, incrementa la cantidad de células endoteliales
Meca79+ cuantificadas mediante formacién de imagenes de inmunofluorescencia en el
dia 13 posterior al inicio del tratamiento. Una imagen de ejemplo muestra la
localizacién de la vasculatura principal (representada por la tincion CD31) y del
endotelio Meca79+.

Las Figuras 30B, 30C y 30D muestran la cuantificacion de la infiltracion de linfocitos T
CD8 (Figura 30B), linfocitos T CD4 (Figura 30C) y linfocitos B B220+ (Figura 30D) en

el tumor ortotépico EMT6, segun se midi6 mediante la formacion de imagenes por
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inmunofluorescencia en el dia 13 posterior al inicio del tratamiento. P1LAG5459 solo o
en combinacién con aPD-L1, también aPD-L1 hasta determinado punto solo, pero no
P1AG5461, incrementa la cantidad de linfocitos T y B en el tumor. En el caso de la
monoterapia con P1AG5459 puede observarse una clara correlacion en los ratones
que responden al tratamiento (o) en comparacion con los que no responden al
tratamiento (e).

Las Figuras 31A a 31C demuestran que el anticuerpo sustituto murino biespecifico
anti-FAP-LTBR (P1AG5459) induce la regulacion por incremento de las quimiocinas en
el modelo tumoral ortotopico EMT6. Se midieron las concentraciones de las
quimiocinas CXCL13 (Figura 31A), CCL5 (Figura 31B) y CCL10 (Figura 31C) en
lisados tumorales recolectados el dia 13 posterior al inicio del tratamiento. Los tumores
tratados con P1AG5459 tienden a tener una mayor cantidad de CXCL13, CCL5 y
CXCL10. Los tumores que responden al tratamiento (o) tienden a mostrar una mayor
concentracion de quimiocinas.

En las Figuras 32A a 32C se muestra que la inhibicion del crecimiento tumoral
mediada por el anticuerpo sustituto murino biespecifico anti-FAP-LTBR (P1AG5459)
en un modelo tumoral ortotopico EMT6 estd mediada por linfocitos T, CD8, CD4 y
linfocitos B. Las curvas de crecimiento tumoral (mediana) se representan en la Figura
32A. La comparacion de los volimenes tumorales en el dia 15 se representa en la
Figura 32B y muestra que, en ausencia de linfocitos T CD8, no hay diferencia en el
volumen tumoral cuando se comparan los ratones tratados con vehiculo y con
P1AG5459. La comparacién de los volimenes tumorales en el dia 20 se representa en
la Figura 32C y muestra que en ausencia de linfocitos T CD4 o linfocitos B que
expresan CD20", no hay diferencia en el volumen tumoral cuando se comparan los
ratones tratados con vehiculo y con P1AG5459.

La Figura 33 muestra imagenes representativas de inmunofluorescencia de tumores
de cancer colorrectal ortotopicos tratados con vehiculo o con los anticuerpos sustitutos
murinos biespecificos anti-FAP-LTBR (P1AG5459). El tumor se identifica mediante la
tincion Ki67 para las células proliferativas y el borde del tumor se marca con una linea
discontinua. CD31 marca los vasos sanguineos, pNAD/Meca79 marca las vénulas del
endotelio alto y CD8 marca los linfocitos T CD8. Las imagenes representativas
muestran que P1AG5459 induce la diferenciacion de HEV vy la infiltracién de CD8 en el
tumor, pero no en el tejido de colon normal circundante.

La Figura 34 muestra el desarrollo de una estructura linfatica terciaria (TLS) en un

raton portador de CRC ortotopico tras el tratamiento con P1AG5459. La tincion Ki67 de
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la seccion completa guio la identificacion del margen del tumor, marcado por una linea
discontinua. La tincién B220 (linfocitos B) de la seccidn completa destaca un agregado
de linfocitos B, que se amplia en las imagenes posteriores. Las imagenes ampliadas
caracterizan con mas detalle la composicién celular de la TLS, que contiene vénulas
del endotelio alto pNAD/Meca79*, células mieloides CD11c*, células proliferativas
B220* Ki67*, indicativas de un centro germinal, linfocitos T CD8 y CD4, algunas de las
cuales expresan conjuntamente el marcador de activacion PD1 y el marcador de
troncalidad TCF1.

Las Figuras 35A y 35B comparan las moléculas de unién a antigeno biespecificas anti
FAP-LTBR que contienen diferentes dominios de unién a antigeno LTBR en su
capacidad para regular por incremento ICAM en las células endoteliales de manera
dependiente de FAP. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia de
ICAM en HUVEC CD31* cultivadas conjuntamente con células NIH-3T3 que
sobreexpresan FAP (Figura 35A) o células NIH-3T3 sin expresion de FAP (Figura
35B). Los datos estdn normalizados con respecto a la expresion de ICAM del control
no tratado.

Las Figuras 36A a 36C comparan las moléculas de unién a antigeno biespecificas
anti FAP-LTBR que contienen diferentes dominios de unién a antigeno LTBR en su
capacidad de union a LTBR humano (Figura 36A), de cyno (Figura 36B) y murino
(Figura 36C) en células CHO-K1 genomanipuladas para sobreexpresar LTBR
humano, cyno o murino. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia del
anticuerpo secundario anti-Fc humano que detecta las moléculas biespecificas anti
FAP-LTBR unidas en células que sobreexpresan LTBR humano (Figura 36A), LTBR
de mono cynomolgus (Figura 36B) o LTBR murino (Figura 36C). Los datos estan
normalizados con respecto al valor de referencia.

Las Figuras 37A a 37E muestran representaciones esquematicas de un anticuerpo
lgG anti-LTBR y anticuerpos biespecificos anti-FAP-LTBR. La Figura 37A muestra
una representacion esquematica de un anticuerpo IgG1 PG LALA anti-LTBR humano
monoespecifico (BHA10, P1AH0119). La Figura 37B muestra una representacion
esquematica de un anticuerpo biespecifico anti-LTBR/anti-FAP(4B9) 2+1 como IgG1
PG LALA humana con 2 brazos Fab N terminales especificos para LTBR (CBE11) y
dominios VL y VH anti-FAP C terminales del clon 4B9 (P1AE1079). La Figura 37C
muestra una representacion esquematica de un anticuerpo biespecifico anti-LTBR
(BHAL1OQ)/anti-FAP(4B9) (P1AH5884) 1+1 como anticuerpo cruzado IlgGl PG LALA

humana con dominios VL/VH cruzados en el brazo Fab anti-LTBR y cargas en los
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dominios CH1/Ck del brazo Fab anti-FAP. La Figura 37D muestra una representacion
esquematica de un anticuerpo biespecifico anti-LTBR (BHA10)/anti-FAP(4B9)
(P1AH5885) 2+1 como anticuerpo cruzado IgG1l PG LALA humana con dominios V
cruzados en ambos brazos Fab anti-LTBR y cargas en los dominios CH1/Ck del
fragmento Fab anti-FAP que estd fusionado al extremo C del dominio Fc (botén Fc-
cadena). La Figura 37E muestra una representacion esqueméatica del anticuerpo
biespecifico 2+1 anti-LTBR (P1AE9459)/anti-FAP(212) (P1AH5886) como IgGl PG
LALA humano crossMab con dominios V cruzados en ambos brazos Fab anti-LTBR y
cargas en los dominios CH1/Ck del fragmento Fab anti-FAP que esta fusionado al
extremo C del dominio Fc (cadena boton Fc).

Las Figuras 38A a 38D muestran los mapas de diferencias de deuteracion entre el
LTBR humano unido en comparacion con el LTBR no complejado. EI mapa de
diferencias de deuteracion muestra la secuencia principal del LTBR humano
(P1AH2680), con la diferencia de deuteracion entre el LTBR humano mas el
anticuerpo/ligando comparado con el LTBR sin el anticuerpo/ligando para los cinco
tiempos de marcaje diferentes 15 segundos, 1, 10, 60 y 300 minutos. Las barras sobre
la secuencia muestran los péptidos. Los recuadros indican los epitopos sugeridos para
el respectivo anticuerpo/ligando. A continuacién, los epitopos propuestos se mapean
(regiones negras) en el modelo pliegue alfa AF-P36941-F1-model v2 S28 a M227. Se
muestran los epitopos propuestos en el LTBR humano para P1AE9459 (Figura 38A),
P1AE1873 (Figura 38B); PLAH0119 (Figura 38C) y P1AE1235 (Figura 38D, ligando).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen el mismo significado que en general se usa en la técnica a
la que pertenece la presente invencion. Para propoésitos de interpretacion de esta
memoria descriptiva, se aplicaran las siguientes definiciones y siempre que sea
apropiado, los términos que se usan en singular también incluiran el plural y viceversa.
Como se usa en el presente documento, los términos "molécula de unién a
antigeno” o "anticuerpo” se usan de manera intercambiable y se refieren en su
sentido mas amplio a una molécula que se une especificamente a un determinante
antigénico. Ejemplos de moléculas de unién a antigeno son anticuerpos, anticuerpos bi
o multiespecificos, fragmentos de anticuerpo y proteinas de union a antigeno de

andamio. El término "anticuerpo" se usa en el presente documento en el sentido mas
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amplio y engloba diversas estructuras de anticuerpos, que incluyen pero sin limitarse a
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoespecificos y
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo
siempre que exhiban la actividad de union al antigeno deseada.

Como se usa en el presente documento, el término “dominio de unién a antigeno
gue puede unirse especificamente a un antigeno de la célula diana” o "resto que
puede unirse especificamente a una antigeno de la célula diana" se refiere a una
molécula de polipéptido que se une especificamente a un determinante antigénico. En
un aspecto, el dominio de union a antigeno puede activar la sefalizacion a través de
su antigeno de la célula diana. En un aspecto particular, el dominio de unién a
antigeno puede dirigir la entidad a la que se une (por ejemplo, el anticuerpo agonista
anti-LTBR) a un sitio diana, por ejemplo a un tipo especifico de célula tumoral o de
estroma tumoral que porta el determinante antigénico. Los dominios de union a
antigeno que pueden unirse especificamente al antigeno de la célula diana incluyen
anticuerpos y fragmentos de los mismos como se define adicionalmente en el presente
documento. Ademas, los dominios de unibn a antigeno que pueden unirse
especificamente a un antigeno de la célula diana incluyen proteinas de union a
antigeno de andamio como se define adicionalmente en el presente documento, por
ejemplo dominios de unién basados en proteinas de repeticion disefiadas o dominios
de repeticién diseflados (véase, por ejemplo, el documento WO 2002/020565). En
particular, el dominio de unién a antigeno que puede unirse especificamente a un
antigeno de la célula diana es un dominio de unién a antigeno que puede unirse
especificamente a la proteina de activacién de fibroblastos (FAP). En relacién a un
anticuerpo o fragmento del mismo, el término "dominio de unién a antigeno que puede
unirse especificamente a un antigeno de la célula diana" se refiere a la parte de la
molécula que comprende el area a la que se une especificamente y es
complementaria a una parte o a la totalidad de un antigeno. Un dominio de unién a
antigeno que puede unirse especificamente al antigeno puede proporcionarse, por
ejemplo, mediante uno o mas dominios variables del anticuerpo (también
denominados regiones variables del anticuerpo). En particular, un dominio de unién a
antigeno que puede unirse especificamente al antigeno comprende una region
variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo y una region variable de la cadena
pesada (VH) del anticuerpo. En otro aspecto, el "dominio de union al antigeno que
puede unirse especificamente a un antigeno de la célula diana" también puede ser un

fragmento Fab o un fragmento Fab cruzado.
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El término "anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se
refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacibn de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales comprendidos en
la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, a excepcion de posibles
anticuerpos variantes, por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o que surgen
durante la produccién de una preparacién de anticuerpo monoclonal, dichas variantes
generalmente se presentan en cantidades menores. Por el contrario de las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal de una preparacién de anticuerpo monoclonal se dirige contra un unico
determinante en un antigeno.

El término anticuerpo "monoespecifico” como se usa en el presente documento
indica un anticuerpo que tiene uno o mas sitios de unién, cada uno de los cuales se
une al mismo epitopo del mismo antigeno. El término "biespecifica" significa que la
molécula de unidon a antigeno puede unirse especificamente a al menos dos
determinantes antigénicos distintos. Tipicamente, una molécula de uniéon a antigeno
biespecifica comprende dos sitios de unién a antigeno, cada uno de los cuales es
especifico para un determinante antigénico diferente. En determinados modos de
realizacion, la molécula de wunibn a antigeno biespecifica puede unirse
simultdneamente a dos determinantes antigénicos, en particular dos determinantes
antigénicos que se expresan en dos células distintas. Una molécula de unién a
antigeno biespecifica como se describe en el presente documento puede también
formar parte de un anticuerpo multiespecifico.

El término “valente” como se usa dentro de la solicitud actual indica la presencia de un
namero especifico de sitios de union especificos para un determinante antigénico
distinto en una molécula de uniébn a antigeno que son especificos para un
determinante antigénico distinto. Como tales, los términos "bivalente", "tetravalente" y
"hexavalente" indican la presencia de dos sitios de unién, cuatro sitios de unién y seis
sitios de unién especificos para un determinante antigénico determinado,
respectivamente, en una molécula de unién a antigeno. En aspectos particulares de la
invencién, las moléculas de uni6én a antigeno biespecificas de acuerdo con la
invencién pueden ser monovalentes para un determinante antigénico determinado, lo
gue significa que solo tienen un sitio de unidn para dicho determinante antigénico o

pueden ser bivalentes o tetravalentes para un determinante antigénico determinado, lo
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que significa que tienen dos sitios de union o cuatro sitios de unién, respectivamente,
para dicho determinante antigénico.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto” y "anticuerpo
completo" se usan de manera intercambiable en el presente documento para referirse
a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar a una estructura de
anticuerpo natural. Los “anticuerpos naturales” se refieren a moléculas de
inmunoglobulina naturales con estructuras variadas. Por ejemplo, los anticuerpos de
clase 1gG naturales son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150
000 daltons, compuestos de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que estan
unidos por enlace disulfuro. Del extremo N al extremo C, cada cadena pesada tiene
una regién variable (VH), también denominada dominio pesado variable o dominio
variable de la cadena pesada, seguido de tres dominios constantes (CH1, CH2 y
CH3), también denominados region constante de la cadena pesada. De forma similar,
del extremo N al extremo C, cada cadena ligera tiene una region variable (VL),
también denominada dominio ligero variable o dominio variable de la cadena ligera,
seguido de un dominio constante de la cadena ligera (CL), también denominado regién
constante de la cadena ligera. La cadena pesada de un anticuerpo puede asignarse a
uno de cinco tipos, denominados a (IgA), & (IgD), € (IgE), y (IgG) o u (IgM), algunos de
los cuales pueden dividirse adicionalmente en subtipos, por ejemplo, y1 (IgG1l), y2
(19G2), y3 (1gG3), v4 (1gG4), a1 (IgAl) y a2 (IgA2). La cadena ligera de un anticuerpo
puede asignarse a uno de dos tipos, denominados kappa (k) y lambda (A), basado en
la secuencia de aminoacidos de su dominio constante.

Un "fragmento de anticuerpo" se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo
intacto que comprende una porcién de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al
que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab’)., diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, fragmentos Fab cruzados, anticuerpos lineales, moléculas de
anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio Unico. Para
una revision de determinados fragmentos de anticuerpos, véase Hudson y col, Nat
Med 9, 129-134 (2003). Para una revision de fragmentos scFv, véase, por ejemplo,
Plickthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y
Moore, ed., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315 (1994); véase también el
documento WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.° 5,571,894 y 5,587,458. Para
un andlisis de fragmentos Fab y F(ab')2 que comprenden residuos del epitopo de

union al receptor de rescate y que tienen un incremento de semivida in vivo, véase la
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patente de EE. UU. n.° 5,869,046. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con
dos sitios de unién al antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos, véase, por
ejemplo, el documento EP 404,097; el documento WO 1993/01161; Hudson y col, Nat
Med 9, 129-134 (2003); y Hollinger y col, Proc Natl Acad Sci USA 90, 6444-6448
(1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson y col, Nat Med 9,
129-134 (2003). Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpos que
comprenden la totalidad o una porcion del dominio variable de la cadena pesada o la
totalidad o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
determinados modos de realizacién, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo
de dominio Unico humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n° 6,248,516 B1). Los fragmentos de anticuerpos pueden
elaborarse mediante diversas técnicas, que incluyen, pero sin limitarse a, la digestién
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la producciéon mediante células huésped
recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), como se describe en el presente
documento.

La digestion con papaina de anticuerpos intactos produce dos fragmentos de union a
antigeno idénticos, denominados fragmentos “Fab” que contienen cada uno, los
dominios variables de la cadena pesada y ligera y también el dominio constante de la
cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Como se usa
en el presente documento, por tanto, el término “fragmento Fab” se refiere a un
fragmento de anticuerpo que comprende un fragmento de la cadena ligera que
comprende un dominio VL y un dominio constante de la cadena ligera (CL), y un
dominio VH y un primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los
fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab por la adicién de algunos residuos en
el extremo carboxi del dominio CH1 de la cadena pesada que incluyen una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Los Fab’-SH son fragmentos Fab’ en los
gue el(los) residuo(s) de cisteina de los dominios constantes porta(n) un grupo tiol
libre. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'), que tiene dos sitios de
combinacién al antigeno (dos fragmentos Fab) y una parte de la region Fc. De acuerdo
con la presente invencion, el término “fragmento Fab” también incluye “fragmentos Fab
cruzados” o “fragmentos Fab con entrecruzamiento” como se define a continuacion.

El término “fragmento Fab cruzado” o “fragmento xFab” o “fragmento Fab con
entrecruzamiento” se refiere a un fragmento Fab, en el que se intercambian las
regiones variables o las regiones constantes de las cadenas pesada y ligera. Son

posibles dos composiciones de las cadenas diferentes de una molécula de Fab con
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entrecruzamiento y estdn comprendidas en los anticuerpos biespecificos de la
invencién: Por una parte, las regiones variables de la cadena pesada y ligera del Fab
se intercambian, es decir, la molécula Fab con entrecruzamiento comprende una
cadena peptidica compuesta por la region variable de la cadena ligera (VL) y la region
constante de la cadena pesada (CH1), y una cadena peptidica compuesta por la
region variable de la cadena pesada (VH) y la region constante de la cadena ligera
(CL). Esta molécula Fab con entrecruzamiento también se conoce como Fab cruzado
~LvH). Por otra parte, cuando se intercambian las regiones constantes de la cadena
pesada y ligera del Fab, la molécula Fab con entrecruzamiento comprende una
cadena peptidica compuesta por la regién variable de la cadena pesada (VH) y la
region constante de la cadena ligera (CL), y una cadena peptidica compuesta por la
region variable de la cadena ligera (VL) y la region constante de la cadena pesada
(CHL1). Esta molécula Fab con entrecruzamiento también se conoce como Fab cruzado
(CLCH1)-

Un “fragmento Fab monocatenario” o “scFab” es un polipéptido que consiste en un
dominio variable de la cadena pesada (VH) del anticuerpo, un dominio constante 1
(CH1) del anticuerpo, un dominio variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo, un
dominio constante de la cadena ligera (CL) del anticuerpo y un conector, en el que
dichos dominios del anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes 6rdenes
en el sentido N terminal a C terminal: a) VH-CH1-conector-VL-CL, b) VL-CL-conector-
VH-CH1, ¢) VH-CL-conector-VL-CH1 o d) VL-CH1-conector-VH-CL; y en el que dicho
conector es un polipéptido de al menos 30 aminoéacidos, preferentemente entre 32 y
50 aminoacidos. Dichos fragmentos Fab monocatenarios se estabilizan mediante el
enlace disulfuro natural entre el dominio CL y el dominio CH1l. Ademas, estas
moléculas de Fab monocatenario pueden estabilizarse adicionalmente mediante la
generacion de enlaces disulfuro intercatenarios por medio de la insercion de residuos
de cisteina (por ejemplo, posicion 44 en la cadena pesada variable y posicion 100 en
la cadena ligera variable de acuerdo con la numeracion de Kabat).

Un “fragmento Fab monocatenario con entrecruzamiento” o “x-scFab” es un
polipéptido que consiste en un dominio variable de la cadena pesada (VH) del
anticuerpo, un dominio constante 1 del anticuerpo (CH1), un dominio variable de la
cadena ligera (VL) del anticuerpo, un dominio constante de la cadena ligera (CL) del
anticuerpo y un conector, en el que dichos dominios del anticuerpo y dicho conector
tienen uno de los siguientes 6rdenes en el sentido N terminal a C terminal: a) VH-CL-

conector-VL-CH1 y b) VL-CH1-conector-VH-CL; en el que VH y VL forman juntos un
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sitio de union a antigeno que se une especificamente a un antigeno y en el que dicho
conector es un polipéptido de al menos 30 amino4cidos. Ademas, estas moléculas x-
scFab pueden estabilizarse adicionalmente mediante la generacion de enlaces
disulfuro intercatenarios por medio de la insercibn de residuos de cisteina (por
ejemplo, posicion 44 en la cadena pesada variable y posicion 100 en la cadena ligera
variable de acuerdo con la numeracién de Kabat).

Un “fragmento monocatenario (scFv)” es una proteina de fusion de las regiones
variables de las cadenas pesada (Vu) y ligera (VL) de un anticuerpo, conectadas con
un péptido conector corto de diez a aproximadamente 25 aminoacidos. El conector es
normalmente rico en glicina para la flexibilidad, asi como en serina o treonina para la
solubilidad, y puede conectar el extremo N de la Vy con el extremo C de la V., 0 vice
versa. Esta proteina conserva la especificidad del anticuerpo de origen, a pesar de la
eliminacion de las regiones constantes y la introduccién del conector. Los anticuerpos
scFv se describen, por ejemplo, en Houston, J.S., Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-
96). Ademas, los fragmentos de anticuerpo comprenden polipéptidos monocatenarios
que tienen las caracteristicas de un dominio VH, a saber, que pueden ensamblarse
conjuntamente con un dominio VL o de un dominio VL, a saber, que pueden
ensamblarse conjuntamente con un dominio VH a un sitio de unién a antigeno
funcional y de este modo proporcionan la propiedad de union a antigeno de los
anticuerpos de longitud completa.

Las “proteinas de unién a antigeno de andamio” son conocidas en la técnica, por
ejemplo, la fibronectina y las proteinas de repeticiones de anquirina disefadas
(DARPIns) se han usado como andamios alternativos para los dominios de unién a
antigeno, véase, por ejemplo, Gebauer y Skerra, Engineered protein scaffolds as next-
generation antibody therapeutics. Curr Opin Chem Biol 13:245-255 (2009) y Stumpp y
col, Darpins: A new generation of protein therapeutics. Drug Discovery Today 13: 695-
701 (2008). En un aspecto de la invencion, una proteina de union a antigeno de
andamio se selecciona del grupo que consiste en CTLA-4 (Evicuerpo), lipocalinas
(Anticalin), una molécula derivada de la proteina A tal como el dominio Z de la proteina
A (Aficuerpo), un dominio A (Avimer/Maxibody), una transferrina sérica (trans-cuerpo);
una proteina de repeticién de anquirina disefiada (DARPIn), un dominio variable de la
cadena ligera o pesada de un anticuerpo (anticuerpo de dominio Unico, sdAb), un
dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo (nanocuerpo, aVH),
fragmentos Vwnar, una fibronectina (AdNectin), un dominio de lectina de tipo C

(Tetranectin) un dominio variable de un nuevo antigeno del receptor de



10

15

20

25

30

35

45

betalactamasas (fragmentos Vnar), Una gamma-cristalina humana o ubiquitina
(moléculas afilinas); un dominio de tipo kunitz de inhibidores de proteasas humanas,
microcuerpos tales como las proteinas de la familia knottin, aptAmeros peptidicos y
fibronectina (adnectina). EI CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos) es
un receptor de la familia CD28 que se expresa principalmente en los linfocitos T CD4*.
Su dominio extracelular tiene un dominio variable de tipo pliegue de lg. Los bucles que
corresponden a las CDR de los anticuerpos pueden sustituirse con una secuencia
heter6loga para conferir diferentes propiedades de unién. Las moléculas de CTLA-4
genomanipuladas para que tengan diferentes especificidades de unién también son
conocidas como evicuerpos (por ejemplo, documento US7166697B1). Los evicuerpos
tienen aproximadamente el mismo tamafio que la regién variable aislada de un
anticuerpo (por ejemplo, un dominio de anticuerpo). Para detalles adicionales véase
Journal of Immunological Methods 248 (1-2), 31-45 (2001). Las lipocalinas son una
familia de proteinas extracelulares que transportan pequefias moléculas hidréfobas
tales como esteroides, bilinas, retinoides y lipidos. Tienen una estructura secundaria
rigida en forma de ldmina beta con un nimero de bucles en el extremo abierto de la
estructura conica que pueden genomanipularse para unirse a diferentes antigenos
diana. Las anticalinas tienen un tamafio entre 160-180 aminoacidos y se derivan de
lipocalinas. Para detalles adicionales véase Biochim Biophys Acta 1482: 337-350
(2000), documentos US7250297B1 y US20070224633. Un aficuerpo es un andamio
derivado de la proteina A de Staphylococcus aureus que puede genomanipularse para
unirse al antigeno. El dominio consiste en un haz de tres hélices de aproximadamente
58 aminoacidos. Se han generado colecciones mediante la aleatorizaciéon de los
residuos de superficie. Para detalles adicionales véase Protein Eng. Des. Sel. 2004,
17, 455-462 y el documento EP 1641818A1. Los avimeros son proteinas multidominio
derivadas de la familia de la matriz del dominio A. Los dominios naturales de
aproximadamente 35 amino&cidos adoptan una estructura definida de enlace disulfuro.
La diversidad se genera mediante la mezcla de la variacién natural que se exhibe por
la familia de dominios A. Para detalles adicionales véase Nature Biotechnology 23(12),
1556 - 1561 (2005) y Expert Opinion on Investigational Drugs 16(6), 909-917 (Junio de
2007). La transferrina es una glicoproteina monomérica de transporte en suero. Las
transferrinas pueden genomanipularse para unirse a diferentes antigenos diana
mediante la insercion de secuencias peptidicas en un bucle superficial permisivo. Los
ejemplos de andamios de transferrina genomanipulados incluyen el trans-cuerpo. Para
detalles adicionales véase J. Biol. Chem 274, 24066-24073 (1999). Las proteinas de
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repeticibn de anquirina disefiadas (DARPIns) se derivan de la anquirina, que es una
familia de proteinas que median la unién de las proteinas integrales de membrana al
citoesqueleto. Una repeticion de anquirina simple es un motivo de 33 residuos que
consiste en dos hélices alfa y un giro beta. Pueden genomanipularse para unir
diferentes antigenos diana mediante la aleatorizacion de los residuos de la primera
hélice alfa y de un giro beta de cada repeticiobn. Su interfase de union puede
incrementarse mediante el incremento del nimero de médulos (un procedimiento de
maduracion de la afinidad). Para detalles adicionales véase J. Mol. Biol. 332, 489-503
(2003), el documento PNAS 100(4), 1700-1705 (2003) y J. Mol. Biol. 369, 1015-1028
(2007) y el documento US20040132028A1. Un anticuerpo de dominio Unico es un
fragmento de anticuerpo que consiste en un dominio Unico variable monomérico de un
anticuerpo. Los primeros dominios Unicos se derivaron del dominio variable de la
cadena pesada del anticuerpo de los camélidos (nanocuerpos o fragmentos VuH).
Ademas, el término anticuerpo de dominio Unico incluye un dominio variable de la
cadena pesada humana autonoma (aVH) o fragmentos Vnar derivados de tiburones.
La fibronectina es un andamio que puede genomanipularse para unirse a un antigeno.
Las adnectinas consisten en una cadena principal de la secuencia natural de
aminoacidos del 10mo dominio de las 15 unidades de repeticion de la fibronectina
humana de tipo Ill (FN3). Pueden genomanipularse tres bucles en un extremo del
sandwich beta para permitir gue una adnectina reconozca especificamente una diana
terapéutica de interés. Para detalles adicionales véase Protein Eng. Des. Sel. 18, 435-
444 (2005), los documentos US20080139791, WO2005056764 y US6818418B1. Los
aptameros peptidicos son moléculas de reconocimiento combinatorio que consisten en
una proteina de andamio constante, tipicamente la tiorredoxina (TrxA) que contiene un
bucle peptidico variable restringido que se inserta en el sitio activo. Para detalles
adicionales véase Expert Opin. Biol. Ther. 5, 783-797 (2005). Los microcuerpos se
derivan de microproteinas naturales de 25-50 aminoacidos de longitud que contienen
3-4 puentes de cisteina, los ejemplos de microproteinas incluyen KalataBl y
conotoxina y knotinas. Las microproteinas tienen un bucle que puede
genomanipularse para incluir hasta 25 aminoacidos sin afectar el plegamiento general
de la microproteina. Para detalles adicionales de los dominios de knotina
genomanipulados, véase el documento WO2008098796.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” que una molécula de referencia se
refiere a una molécula de uniéon a antigeno que bloquea la unién de la molécula de

referencia a su antigeno en un ensayo de competencia por un 50 % o0 mas y por el
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contrario, la molécula de referencia bloquea la unién de la molécula de union a
antigeno a su antigeno en un ensayo de competencia por un 50 % o mas. Un
“anticuerpo que no se une al mismo epitopo” que una molécula de referencia se
refiere a una molécula de union a antigeno que no bloquea la unién de la molécula de
referencia a su antigeno en un ensayo de competencia por un 50 % o mas y por el
contrario, la molécula de referencia no bloquea la union de la molécula de unién a
antigeno a su antigeno en un ensayo de competencia por un 50 % o mas.

El término "dominio de unién a antigeno" o "sitio de unién a antigeno" se refiere a la
parte de un anticuerpo que comprende el area a la que se une especificamente y es
complementaria a una parte o a la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno es
grande, una anticuerpo solo puede unirse a una parte en particular del antigeno, cuya
parte se denomina epitopo. Un dominio de unién a antigeno puede proporcionarse, por
ejemplo, mediante uno o mas dominios variables (también denominados regiones
variables). Preferentemente, un dominio de unién a antigeno comprende una region
variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo y una regién variable de la cadena
pesada (VH) del anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico" es
sinbnimo de "antigeno" y "epitopo" y se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo
contiguo de aminoacidos o una configuracion conformacional constituido por diferentes
regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula de polipéptido a la que
se une un resto de unién al antigeno, lo que forma un complejo resto de unién a
antigeno-antigeno. Los determinantes antigénicos Utiles pueden encontrarse, por
ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies de células
infectadas por virus, en las superficies de otras células enfermas, en la superficie de
células inmunitarias, libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (ECM).
Las proteinas Utiles como antigenos en el presente documento pueden ser cualquier
forma natural de las proteinas de cualquier fuente de vertebrado, que incluye
mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. En un modo de realizacion
particular, el antigeno es una proteina humana. Cuando se hace referencia a una
proteina especifica en el presente documento, el término engloba la proteina "de
longitud completa" sin procesar, asi como cualquier forma de la proteina que resulta
del procesamiento en la célula. El término también engloba variantes naturales de la

proteina, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas.
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Se entiende por “unién especifica" que la unién es selectiva para el antigeno y puede
diferenciarse de las interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad de una
molécula de unién a antigeno de unirse a un antigeno especifico puede medirse ya
sea a través de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) u otras
técnicas familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia
de plasmones superficiales (SPR) (que se analiza en un instrumento de BlAcore)
(Liljeblad y col, Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de uniodn tradicionales (Heeley,
Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacién, el grado de unién de una
molécula de union al antigeno a una proteina no relacionada es menos de
aproximadamente el 10 % de la unién de la molécula de union al antigeno al antigeno
como se mide, por ejemplo, mediante SPR. En determinados modos de realizacion,
una molécula que se une al antigeno tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1
uM, <100 nM, £ 10 nM, £ 1 nM, £0,1 nM, £ 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo 10 M
0 menos, por ejemplo de 108 M a 10** M, por ejemplo de 10° M a 1012 M).

"Afinidad” o "afinidad de unién" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones
no covalentes entre un Unico sitio de unidon de una molécula (por ejemplo, un
anticuerpo) y su compafiero de uniéon (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién” se
refiere a la afinidad de union intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre miembros
de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula
X por su pareja Y se puede representar generalmente mediante la constante de
disociacién (Kd), que es la relacion de las constantes de velocidad de disociacion y
asociacion (koff y kon, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden
comprender diferentes constantes de velocidad, siempre y cuando la proporcién de las
constantes de velocidad sea la misma. La afinidad se puede medir mediante
procedimientos comunes conocidos en la técnica, que incluyen aquellos descritos en
el presente documento. Un procedimiento particular para medir la afinidad es la
resonancia de plasmones superficiales (SPR).

Un anticuerpo con “maduraciéon de la afinidad” se refiere a un anticuerpo con una o
mas alteraciones en una o mas regiones hipervariables (HVR), en comparaciéon con un
anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dichas alteraciones dan como
resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Un "antigeno de la célula diana" como se usa en el presente documento se refiere a
un determinante antigénico que se presenta en la superficie de una célula diana, en

particular una célula diana en un tumor, tal como una célula cancerosa o una célula del
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estroma tumoral. Por tanto, el antigeno de la célula diana es un antigeno asociado a
tumor. En particular, el "antigeno asociado a tumor" o TAA es la proteina de
activacion de fibroblastos (FAP).

El término “proteina de activacion de fibroblastos (FAP)”, también conocida como
prolil endopeptidasa FAP o Seprasa (EC 3.4.21), se refiere a cualquier FAP natural de
cualquier fuente de vertebrado, que incluye mamiferos tales como primates (por
ejemplo, seres humanos), primates no humanos (por ejemplo, monos cynomolgus) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El
término engloba FAP sin procesar, de “longitud completa”, asi como cualquier forma
de la FAP que resulte del procesamiento en la célula. El término también engloba
variantes naturales de la FAP, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas.
En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno de la invencion puede
unirse especificamente a FAP humana, de ratén y/o de cynomolgus. La secuencia de
aminoacidos de FAP humana se muestra en UniProt (www.uniprot.org) con el n.° de
acceso Q12884 (version 149, SEQ ID NO:2) o NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov/) RefSeq
NP_004451.2. El dominio extracelular (DEC) de FAP humana se extiende desde la
posicion del aminoacido 26 al 760. La secuencia de aminoacidos de una FAP humana
etiquetada con Avi-His se muestra en SEQ ID NO:264. La secuencia de aminoacidos
de FAP de ratén se muestra en UniProt con n.° de acceso P97321 (version 126, SEQ
ID NO:282) o NCBI RefSeq NP_032012.1. El dominio extracelular (DEC) de FAP de
ratbn se extiende desde la posicion del aminoacido 26 al 761. La SEQ ID NO:265
muestra el aminoacido de una FAP de ratdn marcada con Avi-His. Preferentemente,
una molécula de unién anti-FAP de la invencion se une al dominio extracelular de FAP.
El término "regidn variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena
pesada o ligera de un anticuerpo que esta implicado en la union de la molécula de
unién a antigeno con el antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la
cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen en general
estructuras similares, en donde cada dominio comprende cuatro regiones marco (FR)
conservadas y tres regiones hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindt y col,
Kuby Immunology, 6a ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Un Unico dominio
VH o VL puede ser suficiente para conferir especificidad de unién al antigeno.

El término “region hipervariable” o “HVR”, como se usa en el presente documento se
refiere a cada una de las regiones de un dominio variable del anticuerpo que son
hipervariables en secuencia y que determinan la especificidad de unién al antigeno,

por ejemplo, las “regiones determinantes de la complementariedad” (“CDR”).
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En general, los anticuerpos comprenden seis CDR; tres en la VH (CDR-H1, CDR-H2,
CDR-H3) y tres en la VL (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3). Las CDR ejemplares en el
presente documento incluyen:

(@) bucles hipervariables que se producen en los residuos de aminoacidos 26-32
(L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) (Chothia y Lesk, J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987));

(b) CDR que se producen en los residuos de aminoacidos 24-34 (L1), 50-56 (L2),
89-97 (L3), 31-35b (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) (Kabat y col, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5a ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)); y

(c) contactos con el antigeno que se producen en los residuos de aminoacidos 27c-
36 (L1), 46-55 (L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2) y 93-101 (H3) (MacCallum y
col, J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)).

A menos que se indique de otro modo, las CDR se determinan de acuerdo con Kabat y
col, mas arriba. Un experto en la técnica entendera que las designaciones de CDR
también se pueden determinar de acuerdo con Chothia, mas arriba, McCallum, mas
arriba, o cualquier otro sistema de nomenclatura aceptado cientificamente.

El “marco” o “FR” se refiere a los residuos de dominio variable distintos de las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). El FR de un dominio
variable, en general, consiste en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En
consecuencia, las secuencias de CDR y FR, en general, aparecen en la siguiente
secuencia en VH (o VL): FR1-CDR-H1(CDR-L1)-FR2- CDR-H2(CDR-L2)-FR3- CDR-
H3(CDR-L3)-FRA4.

El término anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el cual una porcién de
la cadena pesada y/o ligera se deriva de una fuente o especie en particular, mientras
que el resto de la cadena pesada y/o ligera se deriva de fuentes o especies diferentes.
La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante
que posee su cadena pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA,
gD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas pueden dividirse ademas en subclases
(isotipos), por ejemplo, 1gG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2. Los dominios constantes
de la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se
denominan a, 6, €, Y Y W, respectivamente.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende
residuos de aminoacidos de HVR no humanas y residuos de aminoacidos de FR

humanos. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo humanizado
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comprenderd sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en donde todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, CDR)
corresponden a las de un anticuerpo no humano, y todas o sustancialmente todas los
FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente puede comprender al menos una porcidon de una regién constante del
anticuerpo derivada de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que se
sometié a humanizacion. Otras formas de "anticuerpos humanizados" englobadas por
la presente invencion son aquellas en las que la region constante se ha modificado
adicionalmente a partir del anticuerpo original para generar las propiedades de
acuerdo con la invencién, especialmente con respecto a la union a C1q y/o la unién al
receptor de Fc (FCR).

El término "dominio CH1" indica la parte de un polipéptido de la cadena pesada de un
anticuerpo que se extiende aproximadamente desde la posicion EU 118 a la posicion
EU 215 (sistema de numeracion EU de acuerdo con Kabat). En un aspecto, un
dominio CHL1 tiene la secuencia de aminoacidos de ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG
GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKV (SEQ ID NO: 283). Normalmente, un
segmento que tiene la secuencia de aminoacidos de EPKSC (SEQ ID NO:284)
persigue unir el dominio CH1 a la region bisagra, sin embargo, en el caso de un
dominio CH1 con un extremo C terminal libre (tal como en un fragmento fab cruzado)
este segmento también puede comprender la secuencia de aminoacidos de EPKSCD
(SEQ ID NO:285) 0 EPKSCS (SEQ ID NO:286).

El término "region bisagra" indica la parte de un polipéptido de la cadena pesada de
un anticuerpo que se une al dominio CH1 y al dominio CH2 de la cadena pesada de un
anticuerpo natural, por ejemplo, de aproximadamente la posicion 216 a
aproximadamente la posicién 230 de acuerdo con el sistema de numeracién EU de
Kabat, o de aproximadamente la posicién 226 a aproximadamente la posicion 230 de
acuerdo con el sistema de numeracion EU de Kabat. Las regiones bisagra de otras
subclases de IgG se pueden determinar mediante la alineacion con los residuos de
cisteina de la regién bisagra de la secuencia de la subclase IgG1. La region bisagra es
normalmente una molécula dimérica que consiste en dos polipéptidos con una
secuencia de aminoacidos idéntica. La region bisagra comprende en general hasta 25
residuos de aminodcidos y es flexible, lo que permite que los sitios de union a la diana

asociados se muevan independientemente. La region bisagra se puede subdividir en
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tres dominios: el dominio bisagra superior, el medio y el inferior (véase por ejemplo
Roux, y col, J. Immunol. 161 (1998) 4083). En un aspecto, la region bisagra tiene la
secuencia de aminoacidos DKTHTCPXCP (SEQ ID NO:287), enlaque X es So P. En
un aspecto, la regidn bisagra tiene la secuencia de aminoacidos HTCPXCP (SEQ ID
NO:288), en la que X es S 0 P. En un aspecto, la region bisagra tiene la secuencia de
aminoacidos CPXCP (SEQ ID NO:289), en laque X es S o P.

El término "dominio Fc" o "regién Fc" se usa en el presente documento para definir
una regién C terminal de una cadena pesada del anticuerpo que contiene al menos
una porcion de la regién constante. El término incluye regiones Fc de secuencia
natural y variantes de regiones Fc. Una region Fc de IgG comprende un dominio CH2
de IgG y CH3 de IgG. El “dominio CH2” de una region Fc de IgG humana normalmente
se extiende desde un residuo de aminoacido aproximadamente en la posicién 231 a
un residuo de aminoacido aproximadamente en la posicion 340. (sistema de
numeracion EU de acuerdo con Kabat). En un aspecto, el dominio CH2 tiene la
secuencia de aminoacidos de APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT
CVWDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQESTYRW SVLTVLHQDW
LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAK (SEQ ID NO: 290). El dominio CH2 es Unico
en cuanto a que no se empareja estrechamente con otro dominio. En su lugar, dos
cadenas de carbohidratos ramificadas unidas a N se intercalan entre los dos dominios
CH2 de una regién Fc natural intacta. Se ha especulado que el carbohidrato puede
proporcionar un sustituto para el emparejamiento dominio-dominio y ayudar a
estabilizar el dominio CH2. Burton, Mol. Immunol. 22 (1985) 161-206. En un modo de
realizacion, una cadena de carbohidrato se une al dominio CH2. El dominio CH2 en el
presente documento puede ser un dominio CH2 de secuencia natural o una variante
del dominio CH2. El “dominio CH3” comprende el tramo de residuos C terminal a un
dominio CH2 en una region Fc (es decir, de un residuo de aminoé&cido
aproximadamente en la posicién 341 a un residuo de aminoacido aproximadamente en
la posicion 447 de acuerdo con el sistema de nhumeracion EU de acuerdo con Kabat de
una IgG). En un aspecto, el dominio CH3 tiene la secuencia de aminoécidos de
GQPREPQVYT LPPSRDELTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPG (SEQ ID NO: 291). La region CH3 en el presente documento puede ser un
dominio CH3 de secuencia natural o una variante del dominio CH3 (por ejemplo, un
dominio CH3 con una “protuberancia” (“botén”) en una cadena del mismo y una

“cavidad” (“ojal”’) correspondiente introducida en la otra cadena del mismo; véase la
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patente de EE. UU. n.° 5,821,333, incorporada expresamente en el presente
documento como referencia). Dichas variantes de dominios CH3 pueden usarse para
promover la heterodimerizacion de dos cadenas pesadas no idénticas del anticuerpo
como se describe en el presente documento. En un modo de realizacion, una region
Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230,
hasta el extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C terminal
(Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique de
otro modo en el presente documento, la humeracion de los residuos de aminoacidos
en la region Fc o region constante se realiza de acuerdo con el sistema de numeracion
EU, también denominado indice EU, como se describe en Kabat y col, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5a ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, 1991.

El término “dominio Fc natural” indica una secuencia de aminoacidos idéntica a la
secuencia de aminoacidos de un dominio Fc que se encuentra en la naturaleza. Los
dominios Fc humanos naturales incluyen una region Fc de IgGl humana natural
(alotipos A y no A); una regién Fc de 1gG2 humana natural; una regién Fc de 1gG3
humana natural; y una region Fc de 1gG4 humana natural, asi como las variantes
naturales de las mismas. Las regiones Fc naturales se indican en SEQ ID NO:155
(IlgG1, alotipo caucésico), SEQ ID NO:156 (lgG1l, alotipo afroamericano), SEQ ID
NO:157 (IgG2), SEQ ID NO:158 (IgG3) y SEQ ID NO:159 (IgG4). El término "variante
de dominio Fc (humano)" indica una secuencia de aminoacidos que difiere de la
secuencia de aminoacidos del dominio Fc "natural" (humano) en virtud de al menos
una "mutacién aminoacidica". En un aspecto, la variante de regién Fc tiene al menos
una mutacién aminoacidica en comparacion con una region Fc natural, por ejemplo, de
aproximadamente una a aproximadamente diez mutaciones aminoacidicas y en un
aspecto de aproximadamente una a aproximadamente cinco mutaciones
aminoacidicas en una regién Fc natural. En un aspecto, la regién Fc (variante) tiene al
menos aproximadamente 95 % de homologia con una regién Fc natural.

La tecnologia de “botén en ojal” se describe, por ejemplo, en los documentos US
5,731,168; US 7,695,936; Ridgway y col, Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J
Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica introducir una
protuberancia ("botén") en la interfase de un primer polipéptido y una cavidad
correspondiente ("ojal") en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la
protuberancia se puede situar en la cavidad para promover la formacion de

heterodimeros y dificultar la formacion de homodimeros. Las protuberancias se
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construyen reemplazando las cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la
interfase del primer polipéptido con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo,
tirosina o tript6fano). Las cavidades compensatorias de tamafio idéntico o similar con
respecto a las protuberancias se crean en la interfase del segundo polipéptido
reemplazando las cadenas laterales de aminoacidos grandes con otras mas pequefas
(por ejemplo, alanina o treonina). La protuberancia y la cavidad se pueden elaborar al
alterar el &cido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejemplo, mediante
mutagénesis especifica del sitio o sintesis de péptidos. En un modo de realizacion
especifico una modificacion de boton comprende la sustitucion aminoacidica T366W
en una de las dos subunidades del dominio Fc, y la modificacion de ojal comprende las
sustituciones aminoacidicas T366S, L368A e Y407V en la otra de las dos subunidades
del dominio Fc. En otro modo de realizacién especifico, la subunidad del dominio Fc
gue comprende la modificacion del boton comprende adicionalmente la sustitucion
aminoacidica S354C, y la subunidad del dominio Fc que comprende la modificacién de
ojal comprende adicionalmente la sustitucién aminoacidica Y349C. La introduccién de
estos dos residuos de cisteina da como resultado la formacién de un puente disulfuro
entre las dos subunidades de la region Fc, por tanto estabiliza adicionalmente el
dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

Una "regién equivalente a la regiébn Fc de una inmunoglobulina" pretende incluir
variantes alélicas naturales en la regién Fc de una inmunoglobulina asi como variantes
que tienen alteraciones que producen sustituciones, adiciones o deleciones pero que
no disminuyen sustancialmente la capacidad de la inmunoglobulina para mediar las
funciones efectoras (tal como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos). Por
ejemplo, uno o mas aminoacidos pueden eliminarse del extremo N o del extremo C de
la regién Fc de una inmunoglobulina sin la pérdida sustancial de la funcién bioldgica.
Dichas variantes se pueden seleccionar de acuerdo con reglas generales conocidas
en la técnica para tener un efecto minimo sobre la actividad (véase, por ejemplo,
Bowie, J. U. y col, Science 247:1306-10 (1990)).

El término "funcion efectora” se refiere a aquellas actividades biolégicas atribuibles a
la regién Fc de un anticuerpo, que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos
de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: Union a Clg y citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC), unién al receptor de Fc, citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP), secrecion de citocinas, absorcion de antigenos mediada por el

complejo inmunitario mediante células presentadoras de antigenos, regulacion por



10

15

20

25

30

35

55

disminucion de los receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de
linfocitos B) y activacion de linfocitos B.

Las funciones efectoras dependientes de la unién del receptor de Fc pueden ser
mediadas por la interaccion de la regién Fc de un anticuerpo con los receptores de Fc
(FcR), que son receptores especializados de la superficie celular de las células
hematopoyéticas. Los receptores de Fc pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y se ha demostrado que median tanto la eliminacién de patégenos
recubiertos de anticuerpos mediante fagocitosis de complejos inmunitarios, como la
lisis de eritrocitos y diversas otras dianas celulares (por ejemplo, células tumorales)
recubiertas con el anticuerpo correspondiente, por medio de la citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpos (ADCC) (véase, por ejemplo, Van de Winkel,
J.G. y Anderson, C.L., J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524). Los FcR se definen por su
especificidad para los isotipos de inmunoglobulina: Los receptores de Fc para
anticuerpos 1gG se denominan FcyR. La unién al receptor de Fc se describe, por
ejemplo, en Ravetch, J.V. y Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492, Capel,
P.J., y col, Immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M., y col, J. Lab. Clin. Med. 126
(1995) 330-341; y Gessner, J.E., y col, Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248.

La reticulacion de receptores para la region Fc de anticuerpos IgG (FcyR)
desencadena una amplia variedad de funciones efectoras que incluyen la fagocitosis,
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la liberacion de mediadores
inflamatorios, asi como el aclaramiento de complejos inmunitarios y la regulacion de la
produccién de anticuerpos. En humanos, se han caracterizado tres clases de FcyR,
que son:

- El FcyRI (CD64) se une a la IgG monomérica con alta afinidad y se expresa en
macréfagos, monocitos, neutrdéfilos y eosindfilos. La modificacion en la regién Fc de
lgG al menos en uno de los residuos de aminoacido E233-G236, P238, D265, N297,
A327 y P329 (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat) reduce la uniéon a
FcyRI. Los residuos de 1gG2 en las posiciones 233-236, sustituidos en 1gG1 e 1gG4,
reducen la uniéon a FcyRIl en 103 veces y eliminan la respuesta de los monocitos
humanos a los glébulos rojos sensibilizados con anticuerpos (Armour, K.L., y col, Eur.
J. Immunol. 29 (1999) 2613-2624).

- El FcyRII (CD32) se une a los complejos de IgG con una afinidad de media a baja y
se expresa ampliamente. Este receptor se puede dividir en dos subtipos, FcyRIIA y
FcyRIIB. El FcyRIIA se encuentra en muchas células implicadas en la muerte (por

ejemplo, macréfagos, monocitos, neutréfilos) y parece capaz de activar el proceso de
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muerte. El FcyRIIB parece desempefiar un papel en los procesos inhibitorios y se
encuentra en los linfocitos B, macréfagos y mastocitos y eosindéfilos. En los linfocitos B
parece funcionar para suprimir la produccion de otras inmunoglobulinas y para el
cambio de isotipo, por ejemplo, para la clase IgE. En los macréfagos, el FcyRIIB actia
para inhibir la fagocitosis como es mediada a través del FcyRIIA. En eosindfilos y
mastocitos la forma B puede ayudar a suprimir la activacion de estas células a través
de uniones de IgE a su receptor separado. La reduccién de la union por FcyRIIA se
encuentra, por ejemplo, en anticuerpos que comprenden una region Fc de IgG con
mutaciones al menos en uno de los residuos de aminoacido E233-G236, P238, D265,
N297, A327, P329, D270, Q295, A327, R292 y K414 (numeracion de acuerdo con el
indice EU de Kabat).

- El FcyRIIl (CD16) se une a la 1IgG con una afinidad de media a baja y existen dos
tipos. El FcyRIIIA se encuentra en células NK, macrofagos, eosinofilos y algunos
monocitos y linfocitos T y media la ADCC. El FcyRIIIB se expresa altamente en los
neutrofilos. La reduccion de la unién a FcyRIIIA se encuentra, por ejemplo, en
anticuerpos que comprenden una regién Fc de IgG con mutaciones al menos en uno
de los residuos de aminoacidos E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270,
Q295, A327, S239, E269, E293, Y296, V303, A327, K338 y D376 (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat).

El mapeo de los sitios de unién en la IgG1 humana para los receptores de Fc, los sitios
de mutacién mencionados anteriormente y los procedimientos para medir la unién a
FcyRI y FcyRIIA se describen en Shields, R.L., y col J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-
6604.

El término “ADCC” o “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo” es una funcién
mediada por la union al receptor de Fc y se refiere a la lisis de células diana por un
anticuerpo como se informa en el presente documento en presencia de células
efectoras. La capacidad del anticuerpo de inducir las etapas iniciales mediadas por
ADCC se investigan mediante la medicibn de su union a células que expresan
receptores Fcy, tales como células que expresan recombinantemente FcyRI y/o
FcyRIIA o linfocitos NK (que expresan esencialmente FcyRIIIA). En particular, se mide
la unién al FcyR en los linfocitos NK.

Un "receptor de Fc de activaciéon" es un receptor de Fc que seguido del
acoplamiento mediante una regibn Fc de un anticuerpo provoca eventos de
sefalizacién que estimulan la célula que porta el receptor para que ejecute funciones

efectoras. Los receptores de Fc de activacion incluyen FcyRIlla (CD16a), FcyRI
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(CD64), FcyRlla (CD32) y FcaRI (CD89). Un receptor de Fc de activacion particular es
el FeyRIlla humano (véase UniProt con el n.° de acceso P08637, versién 141).

El término "LTBR", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
receptor de linfotoxina beta (LTBR) natural de cualquier fuente vertebrada, que incluye
mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba los LTBR
sin procesar, de "longitud completa”, asi como cualquier forma de LTBR que resulte
del procesamiento en la célula. El término también engloba las variantes naturales de
LTBR, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. La secuencia de
amino&cidos de un LTBR humano ejemplar se muestra en SEQ ID NO:1 (Uniprot No.
P36941) y la secuencia de amino&cidos de un LTBR de raton ejemplar se muestra en
SEQ ID NO: 297 (Uniprot No. B2RRV3). El receptor se expresa en la superficie de las
células del parénquima y el estroma de la mayoria de los érganos linfaticos, pero esta
ausente en los linfocitos T y B. LTBR también puede denominarse "miembro 3 de la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFRSF3)". La sefializacion a
través de LTBR por el heterotrimero LTa/f (LTa1B2) es importante durante el
desarrollo linfatico. También se conoce que LTBR se une al ligando LIGHT
(TNFSF14). Mientras que LTa1B2 es especifico para LTBR, LIGHT también se une y
activa HVEM (TNFRSF14), un receptor expresado e implicado en la regulacion de las
células inmunitarias.

El término "agonista de LTBR", como se usa en el presente documento, incluye
cualquier resto que agonice la interaccion de LTBR con su ligando. LTBR como se usa
en este contexto se refiere preferentemente a LTBR humano, por tanto el agonista de
LTBR es preferentemente un agonista de LTBR humano (SEQ ID NO:1). Tipicamente,
el resto sera un anticuerpo o fragmento de anticuerpo agonista anti-LTBR.

Los términos "anticuerpo anti-LTBR", "anti-LTBR", "anticuerpo LTBR y "un anticuerpo
que se une especificamente a LTBR" se refieren a un anticuerpo que se une
especificamente a LTBR con suficiente afinidad de modo que el anticuerpo es Util
como agente diagnoéstico y/o terapéutico para dirigirse a LTBR. En un aspecto, el
grado de union de un anticuerpo anti-LTBR a una proteina no relacionada con LTBR
es menos de aproximadamente el 10 % de la union del anticuerpo a LTBR, medida,
por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA) o citometria de flujo (FACS). En
determinados modos de realizacion, un anticuerpo que se une a LTBR tiene una
constante de disociacion (Kp) de < 1uM, < 100 nM, <10 nM, =1 nM, £0,1 nM, < 0,01
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nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 10°M o menos, por ejemplo, de 10%M a 10 M, por
ejemplo, de 108M a 102 M).

El término “conector peptidico” se refiere a un péptido que comprende uno o mas
aminoacidos, tipicamente de aproximadamente 2 a 20 aminoacidos. Los conectores
peptidicos son conocidos en la técnica o se describen en el presente documento. Los
péptidos conectores adecuados, no inmunogénicos son, por ejemplo, conectores
peptidicos (GaS)n, (SGa)n 0 G4(SGa)n, €n el que “n” es en general un nimero entre 1y
10, tipicamente entre 2 y 4, en particular 2, es decir los péptidos seleccionados del
grupo que consiste en GGGGS (SEQ ID NO:298), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:299),
SGGGGSGGGG (SEQ ID NO:300) y GGGGSGGGGSGGGG (SEQ ID NO:301), pero
también incluye las secuencias GSPGSSSSGS (SEQ ID NO:302), (G4S)s (SEQ ID
NO:303), (G4S)s (SEQ ID NO:304), GSGSGSGS (SEQ ID NO:305), GSGSGNGS
(SEQ ID NO:306), GGSGSGSG (SEQ ID NO:307), GGSGSG (SEQ ID NO:308),
GGSG (SEQ ID NO:309), GGSGNGSG (SEQ ID NO:310), GGNGSGSG (SEQ ID
NO:311) y GGNGSG (SEQ ID NO:312). Los conectores peptidicos de interés particular
son (G4S) (SEQ ID NO:298), (G4S), 0 GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:299), (G4S)s
(SEQ ID NO:303) y (G4S)4 (SEQ ID NO:304).

El término "aminoacido” como se usa dentro de esta solicitud indica el grupo de a-
aminoacidos carboxilicos naturales que comprenden alanina (codigo de tres letras: ala,
cbdigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido aspartico (asp, D),
cisteina (cys, C), glutamina (gln, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina
(his, H), isoleucina (ile, ), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina (met, M),
fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treonina (thr, T), tript6fano (trp,
W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

Por “fusionado” o “conectado” se entiende que los componentes (por ejemplo, una
cadena pesada de un anticuerpo y un fragmento Fab) estan conectados mediante
enlaces peptidicos, ya sea directamente o por medio de uno 0 mas conectores
peptidicos.

"Por ciento (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una
secuencia polipeptidica (proteina) de referencia se define como el porcentaje de
residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos
de aminoéacidos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las
secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo por ciento de
identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucion conservadora como parte

de la identidad de secuencia y sin considerar ninguna sustitucion conservadora como
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parte de la identidad de secuencia para los propdsitos de la alineacién. La alineacion
para los propésitos de determinar el por ciento de identidad de secuencia de
aminoacido se puede lograr de diversas maneras que se estan dentro del experto en
la técnica, por ejemplo, usando programas informaticos disponibles para el publico,
tales como los programas informaticos BLAST, BLAST-2, Clustal W y Megalign
(DNASTAR) o el paquete de programas FASTA. Los expertos en la técnica pueden
determinar los parametros adecuados para alinear secuencias, que incluyen
cualquiera de los algoritmos necesarios para lograr la alineacion méaxima en la longitud
completa de las secuencias que se comparan. De forma alternativa, los valores de por
ciento de identidad se pueden generar usando el programa informético de
comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de
secuencias ALIGN-2 fue creado por Genentech, Inc., y el cédigo fuente se ha
presentado junto con la documentacion del usuario en la Oficina de derecho de autor
de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el n.° de registro de
derecho de autor de EE. UU. TXU510087 y se describe en el documento WO
2001/007611. A menos que se indique de otro modo, para los propdésitos del presente
documento, se generan valores de por ciento de identidad de secuencia de
aminoacidos usando el programa ggsearch del paquete FASTA, versién 36.3.8c o
posterior, con una matriz de comparacion BLOSUM50. El paquete de programas
FASTA fue creado por W. R. Pearson y D. J. Lipman (1988), "Improved Tools for
Biological Sequence Analysis", PNAS 85:2444-2448; W. R. Pearson (1996) "Effective
protein sequence comparison" Meth. Enzymol. 266:227- 258; y Pearson y col, (1997)
Genomics 46:24-36 y esta disponible al publico en
www.fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_down.shtml o]
www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta. De forma alternativa, se puede usar un servidor publico
al que se puede acceder en fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/index.cgi para
comparar las secuencias, usando el programa ggsearch (global protein:protein) y las
opciones por defecto (BLOSUMS50; open: -10; ext: -2; Ktup = 2) para garantizar que se
realice una alineacién global, mas que local. El por ciento de identidad de aminoacidos
se proporciona en el encabezado de alineacion de salida.

En determinados modos de realizacién, se contemplan las variantes de secuencias
de aminoacidos de las moléculas de unién a antigeno biespecificas que se
proporcionan en el presente documento. Por ejemplo, puede ser conveniente mejorar
la afinidad de unién y/u otras propiedades biologicas de las moléculas de union a

antigeno que contienen el ligando trimérico del TNF. Las variantes de las secuencias
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de aminoacidos de las moléculas de unién a antigeno que contienen el ligando
trimérico del TNF se pueden preparar mediante la introduccién de modificaciones
apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica las moléculas o mediante
sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones y/o
inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del
anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacion de deleciones, inserciones y
sustituciones para lograr la construccion final, siempre que la construccion final tenga
las caracteristicas deseadas, por ejemplo, union al antigeno. Los sitios de interés para
mutagénesis por sustitucion incluyen las HVR y los marcos (FR). Se proporcionan
sustituciones conservadoras en la Tabla B con el titulo “Sustituciones preferentes” y a
continuacién se describen otras con respecto a las clases de cadenas laterales de
aminoacidos (1) a (6). Las sustituciones aminoacidicas pueden introducirse en la
molécula de interés y los productos cribados para determinar la actividad deseada, por
ejemplo, unién a antigeno retenida/mejorada, disminucion de la inmunogenicidad o
mejora de ADCC o CDC.

TABLA A
Residuo original | Sustituciones ejemplares Sustituciones
preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu
Norleucina

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe | lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina | Leu
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Los amino&cidos se pueden agrupar de acuerdo con las propiedades comunes de la
cadena lateral:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3) &cidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un miembro de una
de estas clases por otra clase.

El término “variantes de las secuencias de aminoacidos” incluye variantes
sustanciales en las que existen sustituciones aminoacidicas en uno o mas residuos de
la regién hipervariable de una molécula de unién a antigeno original (por ejemplo, un
anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para estudios adicionales tendra(n) modificaciones (por ejemplo,
mejoras) en determinadas propiedades biolégicas (por ejemplo, incremento de la
afinidad, reduccién de la inmunogenicidad) en relacién con la molécula de unién a
antigeno original y/o habran retenido sustancialmente determinadas propiedades
biolégicas de la molécula de unién a antigeno original. Una variante de sustitucion de
ejemplo es un anticuerpo madurado por afinidad, que se puede generar de manera
conveniente, por ejemplo, usando técnicas de maduracion por afinidad basadas en
expresion en fago, tales como las descritas en el presente documento. En resumen,
uno o mas residuos de CDR mutan y las variantes de las moléculas de uni6on a
antigeno se expresan en fago y se criban para determinar una actividad bioldgica
particular (por ejemplo, afinidad de unién). En determinados modos de realizacion,
pueden ocurrir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas HVR
siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad de la
molécula de unién a antigeno de unirse al antigeno. Por ejemplo, pueden producirse
alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras que se
proporcionan en el presente documento) que no reducen sustancialmente la afinidad
de unién en las CDR. Un procedimiento util para la identificacion de residuos o
regiones de un anticuerpo que puede ser diana de la mutagénesis se denomina
“‘mutagénesis por barrido de alanina’, como se describe en Cunningham y Wells
(1989) Science, 244:1081-1085. En este procedimiento, un residuo o grupo de

residuos diana (por ejemplo, residuos cargados, tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu)
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se identifican y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado negativamente
(por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccién del anticuerpo con
el antigeno se afecta. Se pueden introducir sustituciones adicionales en las
localizaciones de aminoacidos que demuestran la sensibilidad funcional a las
sustituciones iniciales. De forma alternativa o adicionalmente, puede determinarse una
estructura cristalina de un complejo de molécula de unién a antigeno-antigeno para
identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de
contacto y residuos contiguos pueden ser diana o eliminarse como candidatos para la
sustitucion. Las variantes se pueden cribar para determinar si contienen las
propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones del extremo amino
y/lo carboxilo terminal que varian en longitud de un residuo a polipéptidos que
contienen cien o mas residuos, asi como inserciones intrasecuencia de residuos de
amino&cidos Unicos o mudltiples. Ejemplos de inserciones terminales incluyen
moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invenciébn con un residuo de
metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula incluyen la fusion del
extremo N o C a un polipéptido que incrementa la semivida en suero de las moléculas
de unién a antigeno biespecificas.

En determinadas aspectos, las moléculas de unién a antigeno biespecificas que se
proporcionan en el presente documento se alteran para incrementar o disminuir el
grado al que el anticuerpo se glicosila. Las variantes de glicosilacion de las moléculas
se pueden obtener convenientemente mediante la alteraciébn de la secuencia de
aminoacidos de modo que se creen 0 se retiren uno o mas sitios de glicosilacion.
Cuando la molécula de unién a antigeno que contiene el ligando trimérico del TNF
comprende una region Fc, se puede alterar el carbohidrato unido a esta. Los
anticuerpos naturales producidos por células de mamifero tipicamente comprenden un
oligosacarido ramificado biantenario que se une en general mediante un enlace N a
Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright y col, TIBTECH
15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo,
manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa
unida a una GIcNAc en el "tronco" de la estructura del oligosacarido biantenario. En
algunos modos de realizacion, se pueden producir modificaciones del oligosacarido en
la molécula de union a antigeno que contiene el ligando trimérico de la familia del TNF
para crear variantes con determinadas propiedades mejoradas. En un aspecto, se

proporcionan variantes de moléculas de union a antigeno biespecificas o anticuerpos
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de la invencién que tienen una estructura de carbohidrato que carece de fucosa que se
une (directa o indirectamente) a una regiébn Fc. Dichas variantes de fucosilacién
pueden tener una mejor funcion de ADCC, véase, por ejemplo, la publicacion de
patentes de EE. UU. n.°s 2003/0157108 (Presta, L.) o US 2004/0093621 (Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd). En otro aspecto, las variantes de las moléculas de union a
antigeno biespecificas o0 anticuerpos de la invencibn se proporcionan con
oligosacaridos biseccionados, por ejemplo, en las que el oligosacarido biantenario que
se une a la region Fc se bisecciona mediante GIcNAc. Dichas variantes pueden tener
reducida la fucosilacion y/o mejorada la funcion de ADCC, véase, por ejemplo, el
documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet y col); la patente de EE. UU. n.° 6,602,684
(Umana y col); y el documento US 2005/0123546 (Umana y col). También se
proporcionan variantes con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido que
se une a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpos pueden tener mejorada la
funcion del CDC y se describen, por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087
(Patel y col), WO 1998/58964 (Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju, S.).

En determinados aspectos, puede ser conveniente crear variantes genomanipuladas
con cisteina de las moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invencién, por
ejemplo, “tioAcM”, en los que uno o mas residuos de la molécula se sustituyen con
residuos de cisteina. En aspectos particulares, los residuos sustituidos se producen en
sitios accesibles de la molécula. Al sustituir aquellos residuos con cisteina, los grupos
tiol reactivos se sitian de este modo en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden
usar para conjugar el anticuerpo con otros restos, tales como restos de farmacos o
restos de conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado. En determinados
aspectos, cualquiera de uno o mas de los siguientes residuos se pueden sustituir con
cisteina: V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracién EU) de
la cadena pesada; y S400 (numeracién EU) de la regién Fc de la cadena pesada.
Pueden generarse moléculas de unién a antigeno genomanipuladas con cisteina como
se describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7,521,541.

El término “acido nucleico” o “polinucleétido” incluye cualquier compuesto y/o
sustancia que comprende un polimero de nucledtidos. Cada nucleétido esta
compuesto de una base, especificamente, una base de purina o pirimidina (es decir,
citosina (C), guanina (G), adenina (A), timina (T) o uracilo (U)), un azucar (es decir,
desoxirribosa o ribosa) y un grupo fosfato. A menudo, la molécula de &cido nucleico se
describe mediante la secuencia de bases, con lo que dichas bases representan la

estructura primaria (estructura lineal) de una molécula de &cido nucleico. La secuencia
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de bases, tipicamente, se representa de 5’ a 3. En la presente documento, el término
molécula de acido nucleico engloba acido desoxirribonucleico (ADN) que incluye, por
ejemplo, ADN complementario (ADNc) y ADN gendmico, acido ribonucleico (ARN), en
particular, ARN mensajero (ARNm), formas sintéticas de ADN o ARN, y polimeros
mixtos que comprenden dos 0 mas de estas moléculas. La molécula de acido nucleico
puede ser lineal o circular. Ademas, el término molécula de acido nucleico incluye
tanto las hebras sentido como antisentido, asi como formas monocatenarias y
bicatenarias. Asimismo, la molécula de &cido nucleico descrita en el presente
documento puede contener nucleétidos naturales o no naturales. Los ejemplos de
nucleétidos no naturales incluyen bases de nucledtidos modificadas con azlcares
derivatizados o ligandos de la cadena principal de fosfato o residuos modificados
guimicamente. Las moléculas de &cido nucleico también engloban moléculas de ADN
y ARN que son adecuadas como vectores para la expresion directa de un anticuerpo
de la invencién in vitro y/o in vivo, por ejemplo, en un huésped o paciente. Dichos
vectores de ADN (por ejemplo, ADNc) o ARN (por ejemplo, ARNm) pueden estar
modificados o sin modificar. Por ejemplo, el ARNm se puede modificar quimicamente
para potenciar la estabilidad del vector de ARN y/o la expresion de la molécula que se
codifica de modo que se puede inyectar ARNm en un sujeto para generar el anticuerpo
in vivo (véase, por ejemplo, Stadler y col, Nature Medicine 2017, publicado en linea el
12 de junio de 2017, doi:10,1038/nm.4356 o EP 2 101 823 B1).

Un acido nucleico “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha
separado de un componente de su ambiente natural. Un &cido nucleico aislado incluye
una molécula de &cido nucleico contenida en células que, en general, contienen la
molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico esta presente de
manera extracromosémica o en una localizacion cromosomica que es diferente de su
localizacién cromosomica natural.

El “acido nucleico aislado que codifica una molécula de uni6én a antigeno
biespecifica o anticuerpo” se refiere a una o mas moléculas de acido nucleico que
codifican las cadenas pesada y ligera (o fragmentos de las mismas) de la molécula de
unién a antigeno biespecifica o anticuerpo, que incluye dicha(s) molécula(s) de acido
nucleico en un Gnico vector o en vectores separados, y dicha(s) molécula(s) de acido
nucleico presente(s) en una o mas localizaciones en una célula huésped.

Por &cido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos,
por ejemplo, 95 % “idéntica” a una secuencia de nuclettidos de referencia de la

presente invencidn, se entiende que la secuencia de nucledétidos del polinucledtido es



10

15

20

25

30

35

65

idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia de polinucledtidos
puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la
secuencia de nucledtidos de referencia. En otras palabras, para obtener un
polinucledtido que tenga una secuencia de nucledtidos al menos 95 % idéntica a una
secuencia de nucleétidos de referencia, hasta 5 % de los nucle6tidos en la secuencia
de referencia se puede eliminar o sustituir con otro nucleétido, o una cantidad de
nucleétidos hasta 5 % de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia se
puede insertar en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de
referencia se pueden producir en las posiciones 5’ 0 3’ terminales de la secuencia de
nucleotidos de referencia o en cualquier lugar entre esas posiciones de extremo,
interpuestas individualmente entre los residuos en la secuencia de referencia o bien en
uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Practicamente, si
cualquier secuencia de polinucle6tidos particular es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de la presente
invenciébn se puede determinar de manera convencional usando programas
informaticos conocidos, tales como los analizados anteriormente para los polipéptidos
(por ejemplo, ALIGN-2).

El término "casete de expresion" se refiere a un polinucleétido generado de manera
recombinante o sintética, con una serie de elementos de acido nucleico especificados
que permiten la transcripcion de un acido nucleico particular en una célula diana. El
casete de expresion recombinante se puede incorporar en un plasmido, cromosoma,
ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente,
la porcién de casete de expresion recombinante de un vector de expresiéon incluye,
entre otras secuencias, una secuencia de acidos nucleicos que se transcribird y un
promotor. En determinados modos de realizacion, el casete de expresion de la
invencién comprende secuencias de polinucleétidos que codifican moléculas de uniéon
a antigeno biespecificas de la invencion o fragmentos de las mismas.

El término "vector" o "vector de expresion" es sinénimo de “construcciéon de expresion”
y se refiere a una molécula de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de
un gen especifico al que se asocia operativamente en una célula diana. El término
incluye el vector como una estructura de acido nucleico de autorreplicacién asi como
el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
El vector de expresion de la presente invencion comprende un casete de expresion.
Los vectores de expresion permiten la transcripcion de grandes cantidades de ARNm

estable. Una vez que el vector de expresion esta dentro de la célula diana, la molécula
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de acido ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce mediante la
maquinaria de transcripcion y/o traduccion celular. En un modo de realizacién, el
vector de expresion de la invencion comprende un casete de expresién que
comprende secuencias de polinucleétidos que codifican moléculas de unién a antigeno
biespecificas de la invencion o fragmentos de las mismas.

Los términos "célula huésped", "linea celular huésped" y "cultivo de células huésped"
se usan de manera intercambiable y hacen referencia a células en las que se ha
introducido un acido nucleico exdégeno, que incluye la progenie de dichas células. Las
células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas", que incluyen la
célula transformada principal y la progenie derivada de esta, independientemente de la
cantidad de pases. La progenie puede no ser idéntica por completo en el contenido de
acido nucleico con respecto a una célula original, sino que puede contener
mutaciones. En el presente documento se incluyen progenies mutantes que pueden
tener la misma funcién o actividad biolégica que se identifica o selecciona en la célula
transformada originalmente. Una célula huésped es cualquier tipo de sistema celular
que puede usarse para generar las moléculas biespecificas de unién a antigeno de la
presente invencién. Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo,
células cultivadas de mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO,
células SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de ratobn P3X63, células
PER, células PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura, células de insecto y
células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células que estan
comprendidas dentro de un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o
vegetal cultivado.

Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a la cantidad necesaria para que dé
como resultado un cambio fisioldgico en la célula o el tejido al que se administra.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una composicion
farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de
tiempo necesarios, para alcanzar el resultado terapéutico o profilactico deseado. Una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, disminuye,
retrasa, minimiza o evita efectos adversos de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan
a, animales domesticados (por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos),
primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos tales como monos),
conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto es

un ser humano.
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El término “composicion farmacéutica” o “formulacién farmacéutica” se refiere a una
preparacion que estd en tal forma que permite que la actividad biolégica de un
ingrediente activo contenido en esta sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se le
administraria la composicion farmacéutica.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una
composicion o formulacion farmacéutica, distinto de un ingrediente activo, que no es
téxico para un sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

El término "prospecto” se usa para hacer referencia a instrucciones que
habitualmente se incluyen en los envases comerciales de productos terapéuticos, que
contienen informacién acerca de las indicaciones, el uso, la dosificacion, la
administracion, el tratamiento conjunto, las contraindicaciones y/o las advertencias que
se refieren al uso de dichos productos terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” (y las variaciones gramaticales
del mismo tales como “tratar” o “que trata”) se refiere a una intervencion clinica en un
intento de alterar el curso natural del individuo que se trata y puede ejecutarse ya sea
para profilaxis o durante el curso de una patologia clinica. Los efectos convenientes
del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, a evitar la aparicién o recaida de la
enfermedad, alivio de los sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patolégica
directa o indirecta de la enfermedad, evitar la metastasis, disminucion de la tasa de
progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de la enfermedad y
remisibn o prognosis mejorada. En algunas modalidades, las moléculas de la
invencion se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o ralentizar la
progresion de una enfermedad.

El término "cancer" como se usa en el presente documento se refiere a enfermedades
proliferativas, tales como linfomas, leucemias linfociticas, cancer de pulmoén, cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCL), cancer de pulmén de células
bronquioloalveolares, cancer de huesos, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer
de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero, cancer de
ovario, cancer de recto, cancer de la region anal, cancer de estbmago, cancer gastrico,
cancer de colon, cancer de mama, cancer de Utero, carcinoma de las trompas de
Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de vagina,
carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer de eséfago, cancer del intestino

delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la
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glandula paratiroides, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando,
cancer de la uretra, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de
riidn o de uréter, carcinoma de células renales, carcinoma de pelvis renal,
mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, neoplasias del sistema nervioso
central (SNC), tumores de médula espinal, glioma de tronco encefalico, glioblastoma
multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimonas, meduloblastomas,
meningiomas, carcinomas de células escamosas, adenoma hipofisario y sarcoma de
Ewings, que incluyen las versiones refractarias de cualquiera de los canceres
anteriores o una combinacién de uno o mas de los canceres anteriores.

El término "agente quimioterdpico" como se usa en el presente documento se refiere
a un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. En un aspecto, el agente
quimioterapico es un antimetabolito. En un aspecto, el antimetabolito se selecciona del
grupo que consiste en aminopterina, metotrexato, pemetrexed, raltitrexed, cladribina,
clofarabina, fludarabina, mercaptopurina, pentostatina, tioguanina, capecitabina,
citarabina, fluorouracilo, floxuridina y gemcitabina. En un aspecto particular, el
antimetabolito es capecitabina o gemcitabina. En otro aspecto, el antimetabolito es
fluorouracilo. En un aspecto, el agente quimioterapico es un agente que afecta la
formacion de microtibulos. En un aspecto, el agente que afecta la formacién de
microtUbulos se selecciona del grupo que consiste en: paclitaxel, docetaxel, vincristina,
vinblastina, vindesina, vinorelbina, taxotere, etopdsido y tenipdsido. En otro aspecto, el
agente quimioterapico es un agente alquilante tal como ciclofosfamida. En un aspecto,
el agente quimioterapico es un antibiético citotéxico tal como un inhibidor de la
topoisomerasa Il. En un aspecto, el inhibidor de la topoisomerasa Il es doxorrubicina.
Anticuerpos agonistas anti-LTBR ejemplares

Se proporcionan en el presente documento novedosos anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos que se unen especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR). Se
proporcionan novedosos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen
especificamente a un antigeno que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:1. Por tanto, estos anticuerpos se unen especificamente al LTBR humano. Son
anticuerpos agonistas anti-LTBR hu.

Estos anticuerpos son capaces de unirse al LTBR humano y al LTBR de cynomolgus
con una diferencia de afinidad de menos de 2 veces. Algunos de los nuevos
anticuerpos agonistas anti-LTBR hu son incluso capaces de unirse a LTBR humano,

LTBR de cynomolgus y LTBR murino.
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En el presente documento se divulgan anticuerpos agonistas anti-LTBR, que se unen
al dominio extracelular de LTBR humano (DEC de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 359) con una CEsg de menos de 4 nM segun se mide por ELISA (véase el
Ejemplo 1.5). En un aspecto, los anticuerpos agonistas anti-LTBR se unen al DEC de
LTBR humano con una CEs, de menos de 1 nM medida por ELISA. En un aspecto
particular, los anticuerpos agonistas anti-LTBR se unen al DEC de LTBR humano con
una CEso de menos de 0,15 nM medida por ELISA.

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR segun se divulga en el presente documento se
unen al dominio extracelular de LTBR de cynomolgus (DEC de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 361) con una CEsp de menos de 5 nM segun se mide por
ELISA (véase el Ejemplo 1.5). En un aspecto, los anticuerpos agonistas anti-LTBR se
unen al DEC de LTBR de cynomolgus con una CEso de menos de 0,5 nM medida por
ELISA. En un aspecto particular, los anticuerpos agonistas anti-LTBR se unen al DEC
de LTBR de cynomolgus con una CEsy de menos de 0,1 nM medida por ELISA.

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR como se describen en el presente documento
requieren la reticulacion para que su actividad agonista active el LTBR humano, lo que
significa que sélo pueden estimular el LTBR por medio de un mecanismo dependiente
de la reticulacion. Un "mecanismo dependiente de la reticulacion" podria ser, por
ejemplo, un mecanismo dependiente de la reticulacion de Fc en el que el anticuerpo
tiene que unirse tanto a LTBR como a un receptor de Fc para estimular LTBR. Como
tal, el anticuerpo tiene que ser capaz de unirse tanto a LTBR como a un receptor de
Fc. Si el anticuerpo fuera independiente de la reticulacion, podria estimular a LTBR en
ausencia de la uniébn a un receptor de Fc. Esto podria conducir a una activacion
generalizada de los LTBR en el cuerpo humano y a graves problemas de seguridad
asociados a ella.

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR como se describe en el presente documento
también requieren reticulacién para que su actividad agonista induzca la regulacién por
incremento de ICAM en células endoteliales de la vena umbilical humana o
fibroblastos asociados al cancer, como se muestra en el presente documento en el
Ejemplo 5.2.

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR como se describe en el presente documento
también son capaces de inhibir la interacciébn entre LTBR humano y sus ligandos
humanos linfotoxina a1B2 y LIGHT. Esto se ha demostrado en los experimentos de

competencia de ligandos por ELISA como se describe en el Ejemplo 1.6.
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Se ha demostrado, que los anticuerpos agonistas anti-LTBR como se describe en el
presente documento compiten por la uniéon a LTBR hu con LIGHT humano, es decir,
un ligando natural de LTBR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:358.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un anticuerpo agonista anti-
LTBR (o un dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR), en el
que dicho anticuerpo o dominio de unién a antigeno comprende

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region

variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
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secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR (o un dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a LTBR), en el que dicho anticuerpo
comprende

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region
variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74,

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3

de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region
variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende las CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende las CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR (o un dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a LTBR), en el que dicho anticuerpo o
dominio de unién a antigeno comprende

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (VL. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74,

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

qgue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En un aspecto particular, los anticuerpos agonistas anti-LTBR descritos en el presente
documento son anticuerpos agonistas anti-LTBR que se unen especificamente a LTBR
humano, LTBR de cynomolgus y LTBR murino. En el presente documento se divulgan
anticuerpos agonistas anti-LTBR, que se unen al dominio extracelular de LTBR murino
(DEC de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 360) con una CEsy de menos de
1 nM segun se mide por ELISA (véase el Ejemplo 1.5). En un aspecto, los anticuerpos
agonistas anti-LTBR se unen al DEC de LTBR murino con una CEsg de menos de 0,15
nM medida por ELISA.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR (o un dominio de
unién a antigeno) que se une especificamente a LTBR humano, LTBR de cynomolgus
y LTBR murino que comprende

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una regién determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR (0 un dominio de unién a antigeno)
que se une especificamente a LTBR humano, LTBR de cynomolgus y LTBR murino
comprende

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En un aspecto particular, un anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe en el
presente documento se une a la region epitdpica de SEQ ID NO:351 en LTBR
humano. En un aspecto, un anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe en el

presente documento se une a un epitopo que se solapa con el epitopo al que se une la
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linfotoxina a1p2 humana en LTBR humano. En un aspecto, un anticuerpo agonista
anti-LTBR como se describe en el presente documento se une a una region epitépica
diferente en LTBR humano que los anticuerpos de referencia BHA10 y CBE11 Esto se
ha demostrado mediante espectrometria de masas de intercambio de
hidrégeno/deuterio (HDX) como se describe en el Ejemplo 6.4.

En un aspecto, dicho anticuerpo agonista anti-LTBR comprende una region variable de
la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:29, y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad de la
cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32. En un
aspecto, comprende una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:34 (anticuerpo P1AE9459).

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista anti-LTBR (o un dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a LTBR) que se origina a partir de la
inmunizacién en conejos transgénicos. En un aspecto, este anticuerpo (o dominio de
unién a antigeno) comprende

() una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36 y una CDR-H3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(i) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

(iv) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(vi) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:71 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR (o dominio de unién a antigeno)
derivado de la inmunizacién de un conejo transgénico es un anticuerpo o dominio de
uniéon a antigeno que presenta reactividad cruzada que se une especificamente a
LTBR humano, de cynomolgus y de raton. En un aspecto, el anticuerpo o dominio de
unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una region determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:28 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR)
que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:43, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y
una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48. En un aspecto, el
anticuerpo o dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:34, o una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable
de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:50.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo o dominio de unién a antigeno anti-
LTBR humano que se origina a partir de la inmunizacion de ratas. En particular, este
anticuerpo o dominio de uniéon a antigeno es un anticuerpo o dominio de unién a
antigeno que presenta reactividad cruzada que se une especificamente a LTBR

humano, de cynomolgus y de raton. En un aspecto, el anticuerpo o dominio de union a
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antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:75, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76 y
una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:79 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:80. En un aspecto, el
anticuerpo o dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81y
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO:82.

AuUn en otro aspecto, se proporciona un anticuerpo o dominio de unién a antigeno anti-
LTBR humano que se genera a partir de una coleccion de presentacion en fagos. En
particular, este anticuerpo o dominio de unién a antigeno es un anticuerpo o dominio
de unién a antigeno que presenta reactividad cruzada que se une especificamente a
LTBR humano, de cynomolgus y de ratén. En un aspecto, el anticuerpo o dominio de
unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:83, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 y
una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88. En un aspecto, el
anticuerpo o dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:91, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:92 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:93, y una regién variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:94, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:95 y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:96. En un
aspecto, el anticuerpo o dominio de union a antigeno comprende una region variable

de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ
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ID NO:89 y una regién variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90. En otro aspecto, el anticuerpo o dominio
de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una regién variable
de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:98.

En un aspecto, el anticuerpo que se une especificamente a LTBR es un anticuerpo de
longitud completa, en particular de subclase IgG1 humana. En un aspecto particular,
comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat). En un aspecto particular, el anticuerpo
comprende

(i) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:227 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:228, o

(i)  dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:229 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:230, o

(i) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:231 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:232, 0

(iv) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:233 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:234, 0o

(v) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:235 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:236, 0

(vi) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:237 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:238, o

(vii) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:239 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:240, o

(viii) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:241 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:242, 0
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(ix) dos cadenas pesadas que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:243 y dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:244.

Anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR

También se proporcionan en el presente documento nuevas moléculas de union a
antigeno biespecificas que pueden unirse especificamente al receptor de linfotoxina
beta (LTBR) y a un antigeno asociado a tumor tal como la proteina de activacion de
fibroblastos (FAP), que combinan un dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a FAP con al menos un dominio de unién a antigeno que puede
unirse de manera agonista a LTBR, en el que la activacion a través del LTBR se
proporciona por reticulacién a través de la union a FAP expresada en las células del
estroma tumoral. Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR descritos en el
presente documento poseen propiedades en particular ventajosas tales como
producibilidad, estabilidad, afinidad de wunion, actividad bioldgica, eficacia del
direccionamiento, reduccion de la internalizacion, propiedades farmacocinéticas (PK)
aceptables, reduccion de la toxicidad, intervalo de dosificacion extendido que se puede
administrar a un paciente y de este modo una posible potenciacién de la eficacia.
Anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR ejemplares

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos agonistas anti-LTBR que son anticuerpos
multiespecificos que comprenden el anticuerpo agonista anti-LTBR como se describe
en el presente documento. En un aspecto, se proporcionan anticuerpos agonistas anti-
LTBR que son anticuerpos biespecificos. El anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR comprende preferentemente un dominio Fc de origen humano, en particular de
la subclase IgG humana, mas en particular de la subclase IgG1 humana. En un
aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende un dominio Fc de la
subclase IgG1 humana que comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que
reducen la afinidad de unién de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc
y/o la funcién efectora. En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
comprende un dominio Fc de la subclase 1gG1 humana con las mutaciones
aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

En un aspecto, el anticuerpo agonista anti-LTBR es un anticuerpo biespecifico que se
une especificamente a LTBR y a un antigeno asociado a tumor (TAA). En patrticular, el
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR es un agonista de LTBR que se dirige

contra FAP. En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende
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una region Fc compuesta por una primera y una segunda subunidad que comprende
mutaciones que reducen la funcién efectora. El uso de una regién Fc que comprende
mutaciones que reducen o eliminan la funciébn efectora evitara el agonismo
inespecifico mediante reticulacion por medio de los receptores Fc y evitara la ADCC
de las células que expresan LTBR. Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR
descritos en el presente documento poseen la ventaja sobre los anticuerpos
convencionales de que inducen selectivamente la respuesta inmunitaria en las células
diana, que estan tipicamente en el estroma tumoral, es decir, en la proximidad del
tumor.

Por tanto, los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR estan caracterizados por
la unién agonista a LTBR dirigida por FAP. En presencia de células que expresan
FAP, las moléculas de uniéon a antigeno biespecificas son capaces de activar los
fibroblastos asociados al cancer (CAF) (Ejemplo 5.2.1), activar las células endoteliales
(Ejemplo 5.2.2) y modular el endotelio humano para regular por incremento las
moléculas de adhesién y los quimioatrayentes, que son fundamentales para la
cascada de infiltracion inmunitaria. Las moléculas de unién a antigeno biespecificas
descritas en el presente documento son capaces de inducir la adhesién de linfocitos T
(Ejemplo 5.2.3).

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende

(@) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la proteina
de activacion de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo dominio de unidn a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR), y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR poseen un dominio Fc compuesto
por una primera y una segunda subunidad que comprenden una o mas sustituciones
aminoacidicas que reducen la afinidad de union de la molécula de unién a antigeno a
un receptor de Fc y/o la funcion efectora. La reticulacion mediada por el receptor de Fc
gueda de este modo anulada y la activacién especifica de tumor se logra mediante la
reticulacion a través de la union del dominio de unién a antigeno que se une

especificamente a FAP a través de la union a su diana asociada al tumor.
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En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@) un primer fragmento Fab que se une especificamente a la proteina de activacion
de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo fragmento Fab que se une especificamente al receptor de linfotoxina
beta (LTBR), y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
afinidad de union de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion
efectora.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) que comprende

(i)  una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una regién variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:19, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:22, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:23, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:24, o

(i) una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13, y una region variable de la

cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:14, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:15, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:16.

En un aspecto, el primer dominio de union a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende

(i) una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una regiébn determinante de Ila
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:19, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:22, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:24.

En un aspecto particular, el primer dominio de union a antigeno que se une
especificamente a FAP comprende (i) una region variable de la cadena pesada
(VWFAP) que comprende una region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:3, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y
una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una
region variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende una region determinante
de la complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO:8. En un aspecto, el primer dominio de unién a antigeno

gue se une especificamente a FAP comprende una region variable de la cadena
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pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:19, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:20, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una region variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:22, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24. En un
aspecto, el primer dominio de union a antigeno que se une especificamente a FAP
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11, una CDR-H2
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:14, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:15, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:16.

En un aspecto, el primer dominio de union a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una
region variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la CDR-L1, CDR-L2 y
CDR-L3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10. En otro aspecto,
comprende una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la CDR-
H1, CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una
region variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la CDR-L1, CDR-L2 y
CDR-L3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26. Aln en otro aspecto,
comprende una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la CDR-
H1, CDR-H2 y CDR-H3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una
region variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la CDR-L1, CDR-L2 y
CDR-L3 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18.

En un aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una region variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos

aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, o
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comprende una region variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, y una region variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26, o
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:17, y una region variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18.

En un aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:10 o comprende
una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una regién variable de la cadena ligera (VLFAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 o comprende una regién
variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18. En un aspecto particular, el primer
dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP comprende una
region variable de la cadena pesada (VWFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una region variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10. En un aspecto,
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una regién variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26. En otro
aspecto, comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una region variable de la cadena
ligera (VLFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18. En
particular, el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera

(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10. En particular,
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el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP es un
fragmento Fab.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR que comprende

(i)  una regidn variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32; o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48; o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80; o

(iv) una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una

CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
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variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88; o

(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(vi) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una regioén variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de

amino4cidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto particular, el segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR comprende una region variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad de la
cadena pesada (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:27, una CDR-H2 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:28,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante
de la complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32. En otro aspecto, el segundo dominio de unién a
antigeno que se une especificamente a LTBR comprende una region variable de la
cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una regién variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:39, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:40. En otro
aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR
comprende una regioén variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una regioén variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48. En otro aspecto, el segundo dominio de unién a
antigeno que se une especificamente a LTBR comprende una region variable de la
cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 52, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de

amino&cidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
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que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56. En otro
aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR
comprende una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64. En otro aspecto, el segundo dominio de unién a
antigeno que se une especificamente a LTBR comprende una region variable de la
cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una regién variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:71, y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:72. Aln en
otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-
H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:80. En otro aspecto, el segundo dominio de
unioén a antigeno que se une especificamente a LTBR comprende una regioén variable
de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84, y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region variable de la cadena ligera

(VLLTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:88.

En otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente
a LTBR puede comprender una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una regiébn determinante de la complementariedad (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:101, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:102, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:103, y una regién variable de
la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:104, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:105, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:106. En un aspecto particular, el segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR comprende una regién variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:99 y una region
variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:100 (CBE11).

En otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente
a LTBR puede comprender una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una region determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:343, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:344, y una CDR-H3
que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:345, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una regién determinante de la
complementariedad (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:346, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:347, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:348. En un aspecto particular, el segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR comprende una regién variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:349 y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:350 (BHA10).
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En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR que comprende

() una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o
(i) una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
(i) una regi6n variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o
(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
(v) una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,

(vi) una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una regioén variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una

secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o
(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o
(ix) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR que comprende

()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(i)  una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(v) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98, o

(vi) unaregioén variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o
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(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

(ix) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende (i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:34, o (ii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera
(VLLTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o (iii) una
region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50. En un aspecto
particular, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena
ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34. En
otro aspecto particular, el segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR comprende una region variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region
variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:42. Aln en otro aspecto particular, el segundo dominio de unién a
antigeno que se une especificamente a LTBR comprende una region variable de la
cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50.

En otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente

a LTBR también puede unirse especificamente a LTBR murino y comprende
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VLLTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:87 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:88.
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En un aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR también puede unirse especificamente a LTBR murino y comprende

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

En un aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR también puede unirse especificamente a LTBR murino y comprende una region
variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:33 y una regién variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, en el
gue el anticuerpo biespecifico comprende un tercer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a LTBR, lo que significa una molécula de unién a antigeno
biespecifica que comprende

(@) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la proteina
de activacion de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo y un tercer dominio de unién a antigeno que se une especificamente
al receptor de linfotoxina beta (LTBR), y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora.

En un aspecto particular, el tercer dominio de union a antigeno que se une

especificamente a LTBR es idéntico al segundo dominio de unién a antigeno que se
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une especificamente a LTBR, lo que significa que el segundo y el tercer dominio de
unién a antigeno que se unen especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR)
son el mismo. En un aspecto, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que
se unen especificamente a LTBR son fragmentos Fab que se unen especificamente a
LTBR. En un aspecto, los fragmentos Fab que se unen especificamente a LTBR son
fragmentos fab cruzados. En otro aspecto, el primer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a FAP es un fragmento Fab.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se divulga en el
presente documento comprende un segundo y un tercer dominio de unién a antigeno
gue se unen especificamente a LTBR que comprenden

(i)  una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una regién determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32; o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48; o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de

amino4cidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80; o

(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88; o

(v) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VLLTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o
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(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:72.

En un aspecto particular, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno son
idénticos.

En un aspecto, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen
especificamente a LTBR comprenden cada uno una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad
de la cadena pesada (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:27, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:28, y una CDR-H3 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29, y una regién variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32. En un aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:35, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:39, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:40. En un aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:43, una CDR-H2 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:44,

y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:45, y una
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region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:48. En otro aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:51, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:53, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:56. En un aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:59, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:64. En un aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:67, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:71, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:72. Aln en otro aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO:75, una CDR-H2 que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:76,
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y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:80. En otro aspecto, el
segundo y el tercer dominio de unidn a antigeno que se unen especificamente a LTBR
comprenden cada uno una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:83, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84,
y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:85, y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo y un tercer dominio de unién a antigeno que se unen
especificamente a LTBR que comprenden

() una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o
(i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o
(i) una regidn variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o
(iv) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera
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(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o
(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o
(ix) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una regién variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo y un tercer dominio de unidbn a antigeno que se unen
especificamente a LTBR que comprenden

(i) unaregién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o
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(i)  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(i)  una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(v) unaregion variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98, o

(vi) unaregioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

(ix) unaregion variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74.

En un aspecto, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen
especificamente a LTBR comprenden (i) una regién variable de la cadena pesada (Vu
LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region
variable de la cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:34, o (i) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:42, o (iii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera
(VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50. En un

aspecto particular, el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen
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especificamente a LTBR comprenden cada uno una region variable de la cadena
pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:34. En otro aspecto particular, el segundo y el tercer
dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a LTBR comprenden cada
uno una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42. Aun en otro aspecto
particular, el segundo y el tercer dominio de uniébn a antigeno que se unen
especificamente a LTBR comprenden cada uno una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo y un tercer dominio de unién a antigeno que se unen
especificamente a LTBR, que comprenden cada uno una region variable de la cadena
pesada (Vu LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad
de la cadena pesada (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:101, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
102, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:103,
y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:104, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:105, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:106. En un aspecto particular,
el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a
LTBR comprenden cada uno una regién variable de la cadena pesada (V1 LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:99 y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:100 (CBE11).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo y un tercer dominio de unidbn a antigeno que se unen
especificamente a LTBR, que comprenden cada uno una region variable de la cadena
pesada (Vu LTBR) que comprende una region determinante de la complementariedad

de la cadena pesada (CDR-H1) que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ
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ID NO:343, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
344, y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:345,
y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:346, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:347, y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:348. En un aspecto particular,
el segundo y el tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a
LTBR comprenden cada uno una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:349 y una region variable de
la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:350 (BHA10).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende un segundo y un tercer dominio de unidbn a antigeno que se unen
especificamente a LTBR humano y es capaz de unirse también especificamente a
LTBR murino, que comprenden cada uno

una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una regién determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una regioén variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o
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una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:92, y una
CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region
variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:87, y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:88.

En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende un segundo y
un tercer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR humano y
es capaz de unirse también especificamente a LTBR murino, que comprenden cada
uno

()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(vii) una regioén variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(viii) una regioén variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(ix) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)

qgue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.



10

15

20

25

30

107

En un aspecto particular, el anticuerpo LTBR agonista biespecifico comprende un
segundo y un tercer dominio de unién a antigeno que se unen especificamente a
LTBR humano y también se unen especificamente a LTBR murino, que comprenden
cada uno una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera
(VLLTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34.
Anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR que se unen a FAPy LTBR

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@ un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que
comprende

una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, o

una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una regién variable de la cadena ligera (VLFAP) que
comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:26, o

una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18,

(b) un segundo dominio de unidn a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR), que comprende

()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregioén variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(i)  una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o
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(v) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,
(vi) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,
(vii) una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o
(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o
(ix) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:74,y
(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que

comprende
(@) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que
comprende
una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, o
una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26, o
una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18,
(b) un segundo y un tercer dominio de unibn a antigeno que se unen

especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), que comprenden cada uno
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()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(iv) unaregioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(v) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98,

(vi) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42,

(vii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66, o

(ix) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74, y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR comprende (i) un primer dominio de union a antigeno que puede unirse
especificamente a FAP, que comprende una region variable de la cadena pesada
(VuFAP) que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:9 y/o una region

variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO:10, y (ii) un segundo y tercer dominio de unién a antigeno que puede
unirse especificamente a LTBR, que comprende una region variable de la cadena
pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y/o
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:34.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
comprende (i) un primer dominio de unibn a antigeno que puede unirse
especificamente a FAP, que comprende una region variable de la cadena pesada
(VHFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9 y/o una region
variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:10, y (ii) un segundo y tercer dominio de unién a antigeno que puede
unirse especificamente a LTBR, que comprende una region variable de la cadena
pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:99 y/o
una region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:100.

Anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR monovalentes (formato 1+1)

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la
proteina de activacion de fibroblastos (FAP), un segundo dominio de unién a antigeno
que se une especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), y un dominio Fc
compuesto por una primera y una segunda subunidad y que comprende una 0 mas
sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién de la molécula de unién
a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora, en el que la molécula de union
a antigeno biespecifica comprende

(i) una primera cadena ligera y una primera cadena pesada de un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente a FAP, y

(i)  una segunda cadena ligera (modificada) y una segunda cadena pesada
(modificada) de un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a
LTBR, en el que los dominios variables VL y VH se reemplazan entre si, y/o en el que
los dominios constantes CL y CH1 se remplazan entre si.

El primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP es un
fragmento Fab y el segundo dominio de union a antigeno que se une especificamente
a LTBR es un fragmento Fab cruzado.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que

comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la
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proteina de activacion de fibroblastos (FAP), un segundo dominio de unién a antigeno
que se une especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), y un dominio Fc
compuesto por una primera y una segunda subunidad y que comprende una 0 mas
sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién de la molécula de unién
a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora, en el que la molécula de union
a antigeno biespecifica comprende

(i) una primera cadena ligera (modificada) y una primera cadena pesada
(modificada) de un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a
LTBR, en el que los dominios variables VL y VH se reemplazan entre si, y/o en el que
los dominios constantes CL y CH1 se remplazan entre si, y

(i) una segunda cadena ligera y una segunda cadena pesada de un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente a LTBR.

El primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP es un
fragmento Fab cruzado y el segundo dominio de unién a antigeno que se une
especificamente a LTBR es un fragmento Fab.

En un aspecto particular, se proporcionan

a) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:107, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:109, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:108, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:110, o

b) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:111, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:113, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:112, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:114, o

C) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:115, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:117, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:116, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:118, o
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d) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:119, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:121, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:120 y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
amino&cidos de SEQ ID NO:122, o

e) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:123, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:125, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:124, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:126, o

f) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:127, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:129, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:128, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:130, o

g) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:131, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:133, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:132, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:134, o

h)  un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:135, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:137, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:136, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:138, o

i) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:139, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO:141, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO:140, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:142, o

)] un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:143, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:145, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:144, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:146, o

K)  un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:147, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:149, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:148, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:150, o

)] un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:151, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:153, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:152, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:154, o

m) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:155, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:157, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:156, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:158, o

n)  un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:159, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:161, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:160, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:162, u

0) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:163, una

segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO:165, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:164, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:166, o

(g) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:215, una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:217, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:216, y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:218.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia
de amino&cidos de SEQ ID NO:329, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:330, una primera cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:331, y una segunda cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:332.

Anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR bivalentes para la unién a LTBR
y monovalentes para la uniéon a FAP (formato 2+1)

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la
proteina de activacion de fibroblastos (FAP), un segundo y un tercer dominio de unién
a antigeno que se unen especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), y un
dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que comprende
una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de uniéon de la
molécula de union a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora, en el que la
molécula de union a antigeno biespecifica comprende

(i) dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de un anticuerpo de longitud
completa que se une especificamente a LTBR, y

(i) un fragmento Fab o un fragmento Fab cruzado que se une especificamente a
FAP esta conectado por medio de un conector peptidico a uno de los extremos C de
las dos cadenas pesadas.

En otro aspecto, se proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica, que
comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la
proteina de activacion de fibroblastos (FAP), un segundo dominio de unién a antigeno
gue se une especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), y un dominio Fc

compuesto por una primera y una segunda subunidad y que comprende una o mas
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sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién de la molécula de unién
a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcidon efectora, en el que la molécula de union
a antigeno biespecifica comprende

() una primera cadena ligera y una primera cadena pesada de un anticuerpo de
longitud completa que se une especificamente a FAP, y

(i)  una segunda cadena ligera (modificada) y una segunda cadena pesada
(modificada) de un anticuerpo de longitud completa que se une especificamente a
LTBR, en el que un fragmento Fab o un fragmento Fab cruzado que se une
especificamente a LTBR estd conectado por medio de un conector peptidico al
extremo C de la segunda cadena pesada.

Por tanto, se proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica, en la que la
molécula de unién a antigeno biespecifica se une de modo bivalente a LTBR y de
modo monovalente a FAP.

En un aspecto particular, se proporcionan:

(@) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:167, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:169, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:168, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:170, o

(b) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:171, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:173, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:172, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:174, o

(c) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:175, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:177, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:176, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:178, o

(d) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179, y

una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
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NO:181, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:180, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:182, o

(e) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:183, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO:185, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:184, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:186, o

() un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:187, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:189, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:188, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:190, o

(g) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:191, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:193, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:192, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:194, o

(h) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:195, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:197, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:196, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:198, o

(i) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:199, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:201, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:200, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:202, o

() un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:203, y
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una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:205, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:204, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:206, o

(k) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:207, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO:209, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:208, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:210, o

()  un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:211, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:213, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:212 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:214.

Ademas, se proporcionan

(m) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:326, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:328, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:327, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:329, o

(n) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:333, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:334, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:335, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:336, u

(o) un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende una primera
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:337, y
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:338, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:339, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO:340.
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En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR gue comprende una molécula de unién a antigeno biespecifica que comprende
una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:195, y una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:197, dos cadenas ligeras que comprenden cada una la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:196, una segunda cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:198.

Anticuerpos agonistas sustitutos murinos anti-LTBR

En el presente documento se proporcionan también moléculas sustitutas murinas. En
un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@ un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que
comprende

una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (VLFAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18,

(b) un segundo dominio de unidn a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR), que comprende una region variable de la cadena pesada
(Vu LTBR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una
region variable de la cadena ligera (V. LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50, y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:219, una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:221, una primera cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:220 y una segunda cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:222 (formato 1+1).
En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, que
comprende

(@ un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que

comprende
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una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17 y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:18,

(b) un segundo y un tercer dominio de unibn a antigeno que se unen
especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR), que comprenden cada uno una
region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:223, y una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:225, dos cadenas ligeras, que comprenden cada una la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:224, una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:226.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:318, y una segunda cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:320, dos cadenas ligeras, qgue comprenden
cada una la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:319, y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:321.

Modificaciones del dominio Fc que reducen la unidon al receptor de Fc y/o la
funcion efectora

Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR descritos en el presente documento
comprenden ademas un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
afinidad de union de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion
efectora. Por tanto, se pueden introducir una 0 mas modificaciones de aminoacidos en
la regiébn Fc de un anticuerpo proporcionado en el presente documento y, de esta
manera, generar una variante de la region Fc. La variante de la region Fc puede
comprender una secuencia de la region Fc humana (por ejemplo, una region Fc de
lgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos

(por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones de aminoacidos.
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El dominio Fc les confiere propiedades farmacocinéticas favorables a los anticuerpos
biespecificos de la invencién, que incluyen una larga semivida en suero que contribuye
a una buena acumulacion en el tejido diana y una proporcion favorable de distribucion
tejido-sangre. Al mismo tiempo, puede, sin embargo, conducir a un direccionamiento
no conveniente de los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR a células que
expresan receptores de Fc en lugar de a las células portadoras de antigeno preferidas.
En consecuencia, en aspectos particulares, el dominio Fc de los anticuerpos agonistas
biespecificos anti-LTBR presenta una afinidad de unién reducida a un receptor de Fc
y/o una funcion efectora reducida, en comparacién con un dominio Fc de IgG natural,
en particular un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4. Mé&s en particular, el
dominio Fc es un dominio Fc de IgG1.

En uno de dichos aspectos, el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica de la invencién que comprende dicho dominio Fc) presenta menos de 50
%, preferentemente menos de 20 %, con mayor preferencia menos de 10 % y con la
maxima preferencia menos de 5 % de la afinidad de unién a un receptor de FC, en
comparacion con un dominio Fc de IgG1 natural (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica de la invencién que comprende un dominio Fc de IgG1 natural) y/o menos
de 50 %, preferentemente menos de 20 %, con mayor preferencia menos de 10 % vy
con la maxima preferencia menos de 5 % de la funcién efectora, en comparacion con
un dominio Fc de IgG1 natural (o la molécula de unién a antigeno biespecifica de la
invencién que comprende un dominio Fc de IgG1 natural). En un aspecto, el dominio
Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica de la invencién que comprende
dicho dominio Fc) no se une sustancialmente a un receptor de Fc y/o induce una
funcion efectora. En un aspecto particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En
un aspecto, el receptor de Fc es un receptor de Fc humano. En un aspecto, el receptor
de Fc es un receptor de Fc de activacion. En un aspecto especifico, el receptor de Fc
es un receptor de Fcy humano de activacién, mas especificamente FcyRllla, FcyRI o
FcyRIla humano, con la maxima especificidad FcyRllla humano. En un aspecto, el
receptor de Fc es un receptor de Fc de inhibicion. En un aspecto especifico, el
receptor de Fc es un receptor de Fcy humano de inhibicién, mas especificamente
FcyRIIB humano. En un aspecto, la funcion efectora es una o mas de CDC, ADCC,
ADCP y secrecion de citocinas. En un aspecto particular, la funcion efectora es ADCC.
En un aspecto, el dominio Fc presenta una afinidad de unién sustancialmente similar
con el receptor de Fc neonatal (FcRn), en comparacion con un dominio Fc de 1gG1

natural. Una union sustancialmente similar con FcRn se logra cuando el dominio Fc (o
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la molécula de unién a antigeno biespecifica de la invencién que comprende dicho
dominio Fc) presenta mas de aproximadamente 70 %, en particular mas de
aproximadamente 80 %, mas en particular aproximadamente 90 % de la afinidad de
union de un dominio Fc de IgGl natural (0 la molécula de unién a antigeno
biespecifica de la invencion que comprende un dominio Fc de IgG1 natural) con FcRn.
En un aspecto particular, el dominio Fc se genomanipula para tener una afinidad de
union reducida con un receptor de Fc y/o una funcién efectora reducida, en
comparacion con un dominio Fc no genomanipulado. En un aspecto particular, el
dominio Fc del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR comprende una o mas
mutaciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién del dominio Fc con un
receptor de Fc y/o la funcion efectora. Tipicamente, la misma una o mas mutaciones
aminoacidicas estan presentes en cada una de las dos subunidades del dominio Fc.
En un aspecto, la mutacién aminoacidica reduce la afinidad de unién del dominio Fc
con un receptor de Fc. En otro aspecto, la mutacion aminoacidica reduce la afinidad
de unién del dominio Fc con un receptor de Fc en al menos 2 veces, al menos 5 veces
o al menos 10 veces. En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
que comprende un dominio Fc genomanipulado presenta menos de 20 %, en particular
menos de 10 %, mas en particular menos de 5 % de la afinidad de unién con un
receptor de Fc en comparacién con los anticuerpos biespecificos de la invencion que
comprenden un dominio Fc no genomanipulado. En un aspecto particular, el receptor
de Fc es un receptor de Fcy. En otros aspectos, el receptor de Fc es un receptor de Fc
humano. En un aspecto, el receptor de Fc es un receptor de Fc de inhibicién. En un
aspecto especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano de inhibicién, mas
especificamente FcyRIIB humano. En algunos aspectos, el receptor de Fc es un
receptor de Fc de activaciéon. En un aspecto especifico, el receptor de Fc es un
receptor de Fcy humano de activacion, mas especificamente FcyRllla, FcyRI o
FcyRIla humano, con la maxima especificidad FcyRIllla humano. Preferentemente, la
union a cada uno de estos receptores esta reducida. En algunos aspectos, la afinidad
de unién con un componente del complemento, especificamente la afinidad de unién
con Clq, también esta reducida. En un aspecto, la afinidad de unién con el receptor de
Fc neonatal (FCRn) no esta reducida. Una union a FcRn sustancialmente similar, es
decir, conservacion de la afinidad de unién del dominio Fc con dicho receptor, se logra
cuando el dominio Fc (o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende
dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente 70 % de la afinidad de union de

una forma no genomanipulada del dominio Fc (o el anticuerpo agonista biespecifico
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anti-LTBR que comprende dicha forma no genomanipulada del dominio Fc) con FcRn.
El dominio Fc, o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende dicho
dominio Fc, puede presentar mas de aproximadamente 80 % e incluso mas de
aproximadamente 90 % de dicha afinidad. En determinados aspectos, el dominio Fc
del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se genomanipula para tener una
funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc no genomanipulado. La
funcion efectora reducida puede incluir, pero no se limita a, una o mas de las
siguientes: citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida, fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos (ADCP) reducida, secrecién de citocinas reducida,
absorcion de antigenos mediada por el complejo inmunitario por parte de células
presentadoras de antigenos reducida, unién reducida a células NK, unién reducida a
macrofagos, union reducida a monocitos, union reducida a células polimorfonucleares,
sefializacién directa que induce la apoptosis reducida, maduracién de células
dendriticas reducida o sensibilizacion de linfocitos T reducida.

Los anticuerpos con una funcién efectora reducida incluyen aquellos con una
sustitucion de uno o mas de los residuos de la regién Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327
y 329 (patente de EE. UU. n.° 6,737,056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes
de Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos 265, 269, 270,
297 y 327, incluyendo el mutante de Fc denominado "DANA" con sustituciéon de los
residuos 265 y 297 por alanina (patente de EE. UU. n.° 7,332,581). Se describen
determinadas variantes de anticuerpos con union a FCR mejorada o disminuida. (por
ejemplo, patente de EE. UU. n.° 6,737,056; documento WO 2004/056312, y Shields,
R.L.y col, J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).

En un aspecto, el dominio Fc comprende una sustitucion aminoacidica en una posicion
de E233, L234, L235, N297, P331 y P329. En algunos aspectos, el dominio Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas L234A y L235A (“LALA”). En uno de
dichos aspectos, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1, en particular un dominio Fc
de IgGl humana. En un aspecto, el dominio Fc comprende una sustitucion
aminoacidica en la posicion P329. En un aspecto mas especifico, la sustitucién
aminoacidica es P329A o P329G, en particular P329G. En un modo de realizacion, el
dominio Fc comprende una sustitucibn aminoacidica en la posicion P329 y una
sustitucién aminoacidica adicional seleccionada del grupo que consiste en E233P,
L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En aspectos mas particulares, el
dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (“P329G
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LALA”). La combinacion “P329G LALA” de las sustituciones aminoacidicas suprime
casi completamente la unién al receptor de Fcy de un dominio Fc de IgG1l humana,
como se describe en la solicitud de patente PCT nim. WO 2012/130831 Al. Dicho
documento describe ademas los procedimientos para preparar dichos dominios Fc
mutantes y los procedimientos para determinar sus propiedades, tales como la unién
al receptor de Fc o las funciones efectoras. Dicho anticuerpo es una IgG1l con las
mutaciones L234A y L235A o con las mutaciones L234A, L235A y P329G (numeracion
de acuerdo con el indice EU de Kabat y col, Kabat y col, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD, 1991).

En un aspecto, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 humana. En un aspecto mas
especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustituciéon
aminoacidica en la posiciébn S228 (numeracion de Kabat), en particular la sustitucién
aminoacidica S228P. En un modo de realizacibn méas especifico, el dominio Fc es un
dominio Fc de 1gG4 que comprende las sustituciones aminoacidicas L235E y S228P y
P329G. Esta sustitucion aminoacidica reduce el intercambio de brazo Fab in vivo de
anticuerpos 1gG4 (ver Stubenrauch y col, Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91
(2010)).

Los anticuerpos con semividas incrementadas y union mejorada al receptor de Fc
neonatal (FCRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto
(Guyer, R.L. y col, J. Immunol. 117 (1976) 587-593, y Kim, J.K. y col, J. Immunol. 24
(1994) 2429-2434), se describen en el documento nim. US 2005/0014934. Estos
anticuerpos comprenden una regiébn Fc con una 0 mMAas sustituciones en esta que
mejoran la unién de la regién Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen las que
tienen sustituciones en uno o mas de los residuos de la regién Fc: 238, 256, 265, 272,
286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0
434, por ejemplo, sustitucion del residuo 434 de la region Fc (patente de EE. UU. n.°
7,371,826). Véase también Duncan, A.R. y Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740; los
documentos nums. US 5,648,260; US 5,624,821; y WO 94/29351 referidos a otros
ejemplos de variantes de la regién Fc.

La unién a los receptores Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, mediante
ELISA, o mediante resonancia de plasmones superficiales (SPR) usando la
instrumentacion estandar, tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y
receptores de Fc tales como los que pueden obtenerse mediante expresion

recombinante. En el presente documento se describe un ensayo de unién adecuado.
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De forma alternativa, puede evaluarse la afinidad de union de los dominios Fc o las
moléculas de unién a antigeno biespecificas que comprenden un dominio Fc por
receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores de Fc
particulares, tales como los linfocitos NK humanos que expresan el receptor de
FCyllla. Se puede medir la funcién efectora de un dominio Fc, o de anticuerpos
agonistas biespecificos anti-LTBR que comprenden un dominio Fc, mediante
procedimientos conocidos en la técnica. En el presente documento se describe un
ensayo adecuado para medir la ADCC. Se describen otros ejemplos de ensayos in
vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés en la patente de
EE. UU. n.° 5,500,362; Hellstrom y col, Proc Natl Acad Sci USA 83, 7059-7063 (1986)
y Hellstrom y col, Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985); la patente de EE.
UU. n.° 5,821,337; Bruggemann y col, J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). De forma
alternativa, pueden emplearse procedimientos de ensayo no radioactivos (véase, por
ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™ para citometria de flujo
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radioactivo
CytoTox 96°® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras Utiles para dichos
ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos
citoliticos naturales (NK). De forma alternativa o adicionalmente, la actividad de ADCC
de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal
tal como el descrito en Clynes y col, Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En la siguiente seccién se describen aspectos preferidos del anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR descrito en el presente documento que comprende
modificaciones del dominio Fc que reducen la unién al receptor de Fc y/o la funcién
efectora. En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
gue comprende (a) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente
a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), (b) un segundo (y opcionalmente un
tercer) dominio de unién a antigeno que se une especificamente al receptor de
linfotoxina beta (LTBR) y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad, en el que el dominio Fc comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas
gue reducen la afinidad de union del anticuerpo a un receptor de Fc, en particular
hacia el receptor Fcy. En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR que comprende (a) un primer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), (b) un
segundo (y opcionalmente un tercer) dominio de unién a antigeno que se une

especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR) y (c) un dominio Fc compuesto
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por una primera y una segunda subunidad capaces de asociarse de forma estable, en
el que el dominio Fc comprende una o0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen
la funcion efectora. En un aspecto particular, el dominio Fc es de las subclases de
IgG1 humana con las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G
(numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Modificaciones del dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR descritos en el presente documento
comprenden diferentes sitios de union al antigeno, fusionados a una u otra de las dos
subunidades del dominio Fc, por tanto las dos subunidades del dominio Fc pueden
estar comprendidas en dos cadenas polipeptidicas no idénticas. La coexpresion
recombinante de estos polipéptidos y la posterior dimerizacion da lugar a varias
combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la
pureza de los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR en la produccion
recombinante, sera por tanto ventajoso introducir en el dominio Fc de las moléculas
biespecificas de union a antigeno de la invencién una modificacion que promueva la
asociacion de los polipéptidos deseados.

En consecuencia, en aspectos particulares, se proporciona un anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR que comprende (a) un primer dominio de unién a antigeno que
se une especificamente a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), (b) un
segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente al receptor de
linfotoxina beta (LTBR) y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad que comprenden una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
afinidad de unién de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion
efectora, en el que el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la
asociacion de la primera y segunda subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccion
proteina-proteina mas amplia entre las dos subunidades de un dominio Fc de 1gG
humana estd en el dominio CH3 del dominio Fc. Por tanto, en un aspecto, dicha
modificacion esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un aspecto especifico, dicha modificacién es una modificacion denominada “botén
en ojal’, que comprende una modificacién de “botéon” en una de las dos subunidades
del dominio Fc y una modificacion de “ojal” en la otra de las dos subunidades del
dominio Fc. Por tanto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
gue comprende (a) al menos un dominio de unién a antigeno capaz de unirse
especificamente a LTBR, (b) al menos un dominio de union a antigeno capaz de

unirse especificamente a un antigeno de la célula diana, y (c) un dominio Fc
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compuesto por una primera y una segunda subunidad capaces de asociarse de forma
estable, en el que la primera subunidad del dominio Fc comprende botones y la
segunda subunidad del dominio Fc comprende ojales de acuerdo con el procedimiento
de botones en ojales. En un aspecto particular, la primera subunidad del dominio Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W (numeracion EU) vy la
segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas
Y349C, T366S e Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

La tecnologia de botén en ojal se describe, por ejemplo, en el documento US
5,731,168; documento US 7,695,936; Ridgway y col, Prot Eng 9, 617-621 (1996) y
Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia ("bot6n") en la interfase de un primer polipéptido y una
cavidad correspondiente ("ojal") en la interfase de un segundo polipéptido, de modo
gue la protuberancia se puede situar en la cavidad para promover la formacion de
heterodimeros y dificultar la formacién de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando las cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la
interfase del primer polipéptido con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo,
tirosina o tript6fano). Las cavidades compensatorias de tamafio idéntico o similar con
respecto a las protuberancias se crean en la interfase del segundo polipéptido
reemplazando las cadenas laterales de aminoacidos grandes con otras mas pequefas
(por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un aspecto, en el dominio CH3 de la primera subunidad del
dominio Fc de las moléculas biespecificas de union a antigeno de la invencién un
residuo de aminoacido se reemplaza con un residuo de aminoacido que tiene un
volumen de la cadena lateral mas grande, lo que genera de este modo una
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que puede situarse en
una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de
la segunda subunidad del dominio Fc un residuo de aminoacido se reemplaza con un
residuo de aminoacido que tiene un volumen de la cadena lateral mas pequefio, lo que
genera de este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad
dentro de la cual puede situarse la protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera
subunidad. La protuberancia y la cavidad se pueden elaborar al alterar el acido
nucleico que codifica los polipéptidos, por ejemplo, mediante mutagénesis especifica
del sitio o sintesis de péptidos. En un aspecto especifico, en el dominio CH3 de la
primera subunidad del dominio Fc el residuo de treonina en la posicibn 366 se

reemplaza con un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
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subunidad del dominio Fc el residuo de tirosina en la posicion 407 se reemplaza con
un residuo de valina (Y407V). En un aspecto, en la segunda subunidad del dominio Fc,
adicionalmente, el residuo de treonina en la posicion 366 se reemplaza con un residuo
de serina (T366S) y el residuo de leucina en la posicion 368 se reemplaza con un
residuo de alanina (L368A).

Aun en otro aspecto, en la primera subunidad del dominio Fc, adicionalmente, el
residuo de serina en la posicion 354 se reemplaza con un residuo de cisteina (S354C),
y en la segunda subunidad del dominio Fc, de manera adicional, el residuo de tirosina
en la posicién 349 se reemplaza con un residuo de valina (Y349C). La introduccién de
estos dos residuos de cisteina da como resultado la formacién de un puente disulfuro
entre las dos subunidades del dominio Fc, lo cual estabiliza ain mas el dimero (Carter
(2001), J Immunol Methods 248, 7-15). En un aspecto particular, la primera subunidad
del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W
(numeracion EU) y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones
aminoacidicas Y349C, T366S e Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

En un aspecto alternativo, una modificacién que promueve la asociacién de la primera
y la segunda subunidad del dominio Fc comprende una modificacién que media los
efectos de direccionamiento electrostatico, por ejemplo, como se describe en la
publicacion PCT WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica reemplazar
uno o mas residuos de aminoacidos en la interfaz de las dos subunidades del dominio
Fc con residuos de aminoacidos con carga de modo que la formacion de homodimeros
se vuelva electrostaticamente desfavorable, pero que la heterodimerizacion se vuelva
electrostaticamente favorable.

El extremo C de la cadena pesada del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
como se informa en el presente documento puede ser un extremo C completo que
termina con los residuos de aminoacidos PGK. El extremo C de la cadena pesada
puede ser un extremo C acortado en el que se eliminaron uno o dos de los residuos de
aminoacidos del extremo C. En un aspecto particular, el extremo C de la cadena
pesada es un extremo C acortado que termina en PG. En un aspecto particular, el
extremo C de la cadena pesada es un extremo C acortado que termina en P. En un
aspecto de todos los aspectos segun se informa en el presente documento, un
anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada que incluye un dominio
CH3 C-terminal segun se especifica en el presente documento, comprende el

dipéptido de glicina-lisina C-terminal (G446 y K447, numeracion de acuerdo con el
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indice EU de Kabat). En un aspecto de todos los aspectos segin se informa en el
presente documento, un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que comprende
una cadena pesada que incluye un dominio CH3 C terminal, como se especifica en el
presente documento, comprende un residuo de glicina C terminal (G446, numeracion
de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Modificaciones en los dominios Fab

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende (a) un primer fragmento Fab capaz de unirse especificamente a FAP, (b)
un segundo fragmento Fab capaz de unirse especificamente a LTBR, y (c) un dominio
Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad, en el que en uno de los
fragmentos Fab se intercambian los dominios variables VH y VL o los dominios
constantes CH1 y CL. Los anticuerpos biespecificos se preparan de acuerdo con la
tecnologia Crossmab.

Los anticuerpos multiespecificos con un reemplazo/cambio de dominio en un brazo de
unién (CrossMabVH-VL o CrossMabCH-CL) se describen en detalle en el documento
W02009/080252 y Schaefer, W. y col, PNAS, 108 (2011) 11187-1191. Reducen
claramente los subproductos provocados por el emparejamiento errbneo de una
cadena ligera contra el primer antigeno con la cadena pesada incorrecta contra el
segundo antigeno (en comparacion con los enfoques sin dicho intercambio de
dominio).

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende (a) un primer fragmento Fab capaz de unirse especificamente a FAP, (b)
un segundo fragmento Fab capaz de unirse especificamente a LTBR, y (¢) un dominio
Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad capaces de asociarse de
forma estable, en el que en uno de los fragmentos Fab los dominios variables VL y VH
se reemplazan entre si de modo que el dominio VH forma parte de la cadena ligera y
el dominio VL forma parte de la cadena pesada. Mas en particular, en el segundo
fragmento Fab capaz de unirse especificamente a LTBR, los dominios variables VL y
VH se reemplazan entre si de modo que el dominio VH forma parte de la cadena ligera
y el dominio VL forma parte de la cadena pesada.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende (a) un primer fragmento Fab capaz de unirse especificamente a FAP, en el
gue los dominios constantes CL y CH1 se reemplazar entre si de manera que el

dominio CH1 forma parte de la cadena ligera y el dominio CL forma parte de la cadena
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pesada, y (b) un segundo fragmento Fab capaz de unirse especificamente a LTBR.
Dicha molécula proporciona una union monovalente tanto a LTBR como a FAP.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR que
comprende (a) un primer fragmento Fab que se une especificamente a la proteina de
activacion de fibroblastos (FAP), (b) un segundo y un tercer fragmento Fab que se
unen especificamente al receptor de linfotoxina beta (LTBR) y (¢) un dominio Fc
compuesto por una primera y una segunda subunidad y que comprende una o mas
sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién de la molécula de unién
a antigeno a un receptor Fc y/o la funcion efectora, en el que en el segundo y tercer
fragmento Fab que se unen especificamente a LTBR, los dominios variables VL y VH
se reemplazan entre si de modo que el dominio VH forma parte de la cadena ligera y
el dominio VL forma parte de la cadena pesada.

En otro aspecto, y para mejorar ain mas el emparejamiento correcto, el anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR que comprende (a) un primer fragmento Fab capaz de
unirse especificamente a LTBR, (b) un segundo fragmento Fab capaz de unirse
especificamente a FAP, y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una
segunda subunidad capaces de asociarse de forma estable, puede contener diferentes
sustituciones aminoacidicas cargadas (los llamados "residuos cargados"). Estas
modificaciones se introducen en los dominios CH1 y CL cruzados y no cruzados. En
un aspecto particular, la invencién se refiere a una molécula de uniéon a antigeno
biespecifica, en la que en uno de los dominios CL el aminoacido en la posicién 123
(numeracion EU) se ha reemplazado por arginina (R) y/o en la que el aminoacido en la
posicion 124 (numeracion EU) se ha sustituido por lisina (K) y en la que en uno de los
dominios CH1 los aminoéacidos en la posicion 147 (numeracién EU) y/o en la posicién
213 (numeracién EU) se han sustituido por acido glutdmico (E).

Polinucleotidos

Se proporcionan ademas polinucle6tidos aislados que codifican un anticuerpo agonista
anti-LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe en el
presente documento o un fragmento del mismo.

Los polinucledtidos aislados que codifican un anticuerpo agonista anti-LTBR o un
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR pueden expresarse como un Unico
polinucleétido que codifica toda la molécula de union al antigeno o como multiples (por
ejemplo, dos o mas) polinucledtidos que se expresan conjuntamente. Los polipéptidos
codificados por los polinucleétidos que se expresan conjuntamente pueden asociarse

a través de, por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar una molécula
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de unién a antigeno funcional. Por ejemplo, la porcién de la cadena ligera de una
inmunoglobulina puede estar codificada por un polinucleétido separado de la porcidon
de la cadena pesada de la inmunoglobulina. Cuando se expresan conjuntamente, los
polipéptidos de la cadena pesada se asociaran con los polipéptidos de la cadena ligera
para formar la inmunoglobulina.

En algunos aspectos, el polinucle6tido aislado codifica un polipéptido comprendido en
el anticuerpo agonista anti-LTBR o en el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se proporciona un polinucleétido aislado que codifica un anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR, que comprende (a) un primer dominio de uniéon a
antigeno que se une especificamente a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP),
(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR) y (c) un dominio FC compuesto por una primera y una
segunda subunidad y que comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que
reducen la afinidad de unién de la molécula de unién a antigeno a un receptor Fc y/o la
funcion efectora.

En determinados aspectos, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos
de realizacién, un polinucleétido de la presente invencion es ARN, por ejemplo, en
forma de ARN mensajero (ARNm). EI ARN como se describe en el presente
documento puede ser monocatenario o bicatenario.

Procedimientos recombinantes

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos anti-
LTBR descritos en el presente documento pueden obtenerse, por ejemplo, mediante
produccion recombinante. Para la produccion recombinante se proporcionan uno o
mas polinucleétidos que codifican el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo. El uno o mas
polinucleétidos que codifican el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR se aislan y se insertan en uno o mas vectores para su posterior
clonacion y/o expresion en una célula huésped. Dicho polinucleétido puede aislarse y
secuenciarse facilmente usando procedimientos convencionales. En un aspecto, se
proporciona un vector, preferentemente un vector de expresion, que comprende uno o
mas de los polinucleétidos descritos en el presente documento. Se puede usar
métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de
expresion que contengan la secuencia de codificacién del anticuerpo agonista anti-

LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR (fragmento) junto con las
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seflales de control transcripcional/traduccional apropiadas. Estos procedimientos
incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas de sintesis y recombinacion
in vivo/recombinacion genética. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis
y col, MOLECULAR CLONING: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
N.Y. (1989); y Ausubel y col, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y. (1989). El vector de expresion
puede ser parte de un plasmido o virus o puede ser un fragmento de acido nucleico. El
vector de expresion incluye un casete de expresion en el que se clona el polinucleétido
gue codifica el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico
anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo (es decir, la regién codificante) en
asociacion operativa con un promotor y/u otros elementos de control de la
transcripcién o la traduccién. Como se usa en el presente documento, "una regién
codificante" es una porcién de acido nucleico que consiste en codones traducidos en
amino&cidos. Aunque un "codén de parada" (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un
aminoacido, puede considerarse parte de una regién codificante, si esta presente, pero
cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de unién al ribosoma,
finalizadores transcripcionales, intrones, regiones no traducidas 5' y 3' y similares, no
son parte de una region codificante. Dos 0 mas regiones codificantes pueden estar
presentes en una sola construccién de polinucleétido, por ejemplo, en un solo vector o
en construcciones de polinucleétidos separados, por ejemplo, en vectores separados
(diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una sola regién codificante o
puede comprender dos o mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector de la
presente invencién puede codificar uno o mas polipéptidos, que se separan de manera
posterior a la traduccion o en conjunto con esta en las proteinas finales por medio de
escision proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido nucleico como se
describe en el presente documento puede codificar regiones codificantes heterdlogas,
ya sean fusionadas o no fusionadas a un polinucleétido que codifica el anticuerpo
agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos
polipeptidicos del mismo o variantes o derivados del mismo. Las regiones codificantes
heterélogas incluyen, sin limitacion, elementos o motivos especializados, tales como
un péptido de sefial secretora o un dominio funcional heterélogo. Una asociacion
operativa es cuando una region codificante para un producto génico, por ejemplo, un
polipéptido, esta asociada con una o mas secuencias reguladoras a fin de colocar la
expresion del producto génico bajo la influencia o el control de la(s) secuencias

reguladoras. Dos fragmentos de ADN (tales como una region codificante de
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polipéptido y un promotor asociado con esta) estan "asociados operativamente" si la
induccién de la funcién promotora da como resultado la transcripcion del ARNm que
codifica el producto génico deseado y si la naturaleza del enlace entre los dos
fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la
expresion para dirigir la expresion del producto génico o interfiere con la capacidad de
transcripciéon del molde de ADN. Por tanto, una regién promotora estaria asociada
operativamente con un &acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor fue
capaz de efectuar la transcripcion de ese acido nucleico. El promotor puede ser un
promotor especifico de células que dirige la transcripcion sustancial del ADN solo en
células predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripcion, ademas de
un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefales de
finalizacion de la transcripcion, pueden asociarse operativamente con el polinucle6tido
para dirigir la transcripcion especifica de células.

En el presente documento se divulgan promotores adecuados y otras regiones de
control de la transcripcién. Los expertos en la técnica conocen una variedad de
regiones de control de la transcripcidon. Estas incluyen, sin limitacion, regiones de
control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales como, pero
sin limitarse a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por
ejemplo, el promotor temprano inmediato, junto con intrén-A), el virus del simio 40 (por
ejemplo, el promotor temprano) y los retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del
sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la transcripcién incluyen las derivadas
de genes de vertebrado, tales como actina, proteina de choque térmico, hormona del
crecimiento bovino y B-globina de conejo, asi como otras secuencias capaces de
controlar la expresion génica en células eucariotas. Otras regiones de control de la
transcripcion adecuadas incluyen potenciadores y promotores especificos de tejidos,
asi como promotores inducibles (por ejemplo, tetraciclinas inducibles por promotores).
De forma similar, los expertos en la técnica conocen una variedad de elementos de
control de la traduccion. Estos incluyen, pero no se limitan a, sitios de union al
ribosoma, codones de inicio y finalizacion de la traduccion, y elementos derivados de
sistemas virales (en particular un sitio interno de entrada al ribosoma, o IRES, también
denominado secuencia CITE). El casete de expresion puede incluir también otros
rasgos caracteristicos tales como un origen de replicacién, y/o elementos de
integracion de cromosomas tales como repeticiones terminales largas (LTR)

retrovirales, o repeticiones terminales invertidas (ITR) virales adenoasociadas (AAV).
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Las regiones codificantes de polinucledtidos y acidos nucleicos descritas en el
presente documento pueden estar asociadas con regiones codificantes adicionales
que codifican péptidos secretores o de sefial, que dirigen la secrecién de un
polipéptido codificado por un polinucleétido descrito en el presente documento. Por
ejemplo, si se desea la secrecion del anticuerpo agonista anti-LTBR o del anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo, el ADN que
codifica una secuencia sefial puede colocarse corriente arriba del &cido nucleico que
codifica el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo. De acuerdo con la hipotesis de sefiales,
las proteinas secretadas por las células de mamifero tienen un péptido sefial o una
secuencia lider secretora que se escinde de la proteina madura una vez iniciada la
exportacion de la cadena proteica en crecimiento a lo largo del reticulo endoplasmético
rugoso. Los expertos en la técnica son conscientes de que los polipéptidos secretados
por las células de vertebrado tienen en general un péptido sefial fusionado con el
extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para producir una
forma secretada o "madura” del polipéptido. En determinados modos de realizacion, se
usa el péptido de sefial natural, por ejemplo, un péptido de sefial de la cadena pesada
o la cadena ligera de inmunoglobulina o un derivado funcional de esa secuencia que
retiene la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que estd asociado
operativamente con aquel. De forma alternativa, se puede usar un péptido sefal de
mamifero heterélogo, o un derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia
lider natural puede sustituirse con la secuencia lider de activador de plasmindégeno
tisular (TPA) humano o B-glucuronidasa de raton.

El ADN que codifica una secuencia proteica corta que podria utilizarse para facilitar la
purificacién posterior (por ejemplo, una etiqueta de histidina) o ayudar a etiquetar la
proteina de fusién puede incluirse dentro o en los extremos del polinucleétido que
codifica el anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-
LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo.

En otro aspecto, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas
polinucleétidos descritos en el presente documento. En determinados aspectos, se
proporciona una célula huésped que comprende uno o0 mas vectores descritos en el
presente documento. Los polinucleétidos y los vectores pueden incorporar cualquiera
de los rasgos caracteristicos, por separado o en combinacion, descritos en el presente
documento en relacion con los polinucledtidos y los vectores, respectivamente. En un

aspecto, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado o
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transfectado con) un vector que comprende un polinucleétido que codifica (parte de)
un anticuerpo agonista anti-LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
como se divulga en el presente documento. Como se usa en el presente documento,
el término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que puede
genomanipularse para generar las proteinas de fusion de la invencién o fragmentos de
las mismas. Se conocen en la técnica las células huésped adecuadas para replicar y
apoyar la expresion de las moléculas de union a antigeno. Dichas células pueden
transfectarse o transducirse segun sea adecuado con el vector de expresion particular
y pueden cultivarse grandes cantidades de células que contienen el vector para la
siembra de fermentadores a gran escala a fin de obtener cantidades suficientes de la
molécula de uniébn a antigeno para aplicaciones clinicas. Las células huésped
adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E. coli, o diversas
células eucariotas, tales como células de ovario de hamster chino (CHO), células de
insecto o similares. Por ejemplo, los polipéptidos pueden producirse en bacterias, en
particular cuando no se necesita glicosilacion. Después de la expresion, el polipéptido
se puede aislar de la pasta de célula bacteriana en una fraccién soluble y se puede
purificar adicionalmente. Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales
como hongos filamentosos o levadura, son huéspedes de clonaciébn o expresion
adecuados para vectores que codifican polipéptidos, que incluyen cepas de hongos y
levadura cuyas vias de glicosilacion se “humanizaron”, lo que dio como resultado la
produccién de un polipéptido con un patrén de glicosilacién parcial o completamente
humano. Véase, Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li y col, Nat Biotech
24, 210-215 (2006).

Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos (glicosilados)
también se derivan de organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los
ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de insectos. Se han
identificado numerosas cepas baculovirales que se pueden usar en conjunto con
células de insectos, en particular, para la transfeccion de células de Spodoptera
frugiperda. Los cultivos de células vegetales también se pueden utilizar como
huéspedes. Véase, por ejemplo, las patente de EE. UU. n.° 5,959,177, 6,040,498,
6,420,548, 7,125,978 y 6,417,429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para
la producciéon de anticuerpos en plantas transgénicas). También se pueden usar
células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser Utiles las lineas
celulares de mamifero que se adaptan para crecer en suspension. Otros ejemplos de

lineas celulares huésped de mamifero Utiles son la linea CV1 de rifibn de mono



10

15

20

25

30

35

135

transformada por SV40 (COS-7); linea de rifibn embrionario humano (células 293 o
293T como se describen, por ejemplo, en Graham y col, J Gen Virol 36, 59 (1977));
células de rifidbn de hamster recién nacido (BHK); células de sertoli de ratdon (linfocitos
TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980));
células de rifidbn de mono (CV1); células de rifibn de mono verde africano (VERO-76);
células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifibn canino
(MDCK); células de higado de ratas bufalo (BRL 3A); células de pulmén humano
(W138); células de higado humano (Hep G2); células de tumor de mama de raton
(MMT 060562); linfocitos TRI (como se describen, por ejemplo, en Mather y col,
Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC 5 y células FS4. Otras lineas
de células huésped de mamifero Utiles incluyen células de ovario de hamster chino
(CHO), que incluyen células CHO dhfr- (Urlaub y col, Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216
(1980)); y lineas celulares de mieloma, tales como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una
revision de determinadas lineas de células huésped de mamifero que son adecuadas
para la producciéon de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in
Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268
(2003). Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células
cultivadas de mamifero, células de levadura, células de insecto, células bacterianas y
células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células comprendidas
dentro de un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado.
En un modo de realizacién, la célula huésped es una célula eucariota, preferentemente
una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO), una
célula de rifibn embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (por ejemplo, célula
Y0, NSO, Sp20). Se conocen en la técnica tecnologias estandar para expresar genes
exdgenos en estos sistemas. Las células que expresan un polipéptido que comprende
ya sea la cadena pesada o la cadena ligera de una inmunoglobulina pueden
genomanipularse para también expresar la otra de las cadenas de la inmunoglobulina,
de modo que el producto expresado sea una inmunoglobulina que tenga tanto una
cadena pesada como una cadena ligera.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo agonista
anti-LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos
del mismo, en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que
comprende polinucleétidos que codifican el anticuerpo agonista anti-LTBR o el
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo,

como se proporciona en el presente documento, en condiciones adecuadas para la
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expresion del anticuerpo agonista anti-LTBR o del anticuerpo agonista biespecifico
anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos del mismo, y recuperar el anticuerpo agonista
anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos polipeptidicos
del mismo de la célula huésped (o del medio de cultivo de la célula huésped).

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos anti-
LTBR preparados como se describe en el presente documento pueden purificarse
mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como la cromatografia de liquidos de
alto rendimiento, la cromatografia de intercambio iénico, la electroforesis en gel, la
cromatografia de afinidad, la cromatografia de exclusién por tamafio, y similares. Las
condiciones reales utilizadas para purificar una proteina particular dependeran, en
parte, de factores tales como la carga neta, la hidrofobia, la hidrofilia, etc., y resultaran
evidentes para los expertos en la técnica. Para la purificacion por cromatografia de
afinidad se puede usar un anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al que se une el
anticuerpo agonista anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR. Por
ejemplo, para la purificacion mediante cromatografia de afinidad de los anticuerpos, se
puede usar una matriz con proteina A o proteina G. Pueden usarse la cromatografia
de afinidad con proteina A o G y la cromatografia de exclusiébn por tamafio
secuenciales para aislar una molécula de unién a antigeno esencialmente como se
describe en los ejemplos. La pureza del anticuerpo agonista anti-LTBR o del
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o fragmentos del mismo puede
determinarse mediante cualquiera de una variedad de procedimientos analiticos bien
conocidos, incluyendo la electroforesis en gel, la cromatografia de liquidos de alta
presion y similares. Por ejemplo, los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos
agonistas biespecificos anti-LTBR expresados como se describe en los Ejemplos
mostraron estar intactos y apropiadamente ensamblados como se demostr6 mediante
SDS-PAGE reductor y no reductor.

Ensayos

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas anti-LTBR
biespecificos proporcionados en el presente documento pueden caracterizarse por sus
propiedades de union y/o actividad bioldgica mediante diversos ensayos conocidos en
la técnica. En particular, se caracterizan por los ensayos descritos con mas detalle en
los ejemplos.

i Ensayo de union

La unién de los anticuerpos agonistas anti-LTBR o de los anticuerpos agonistas

biespecificos anti-LTBR proporcionados en el presente documento a las
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correspondientes células que expresan la diana puede evaluarse, por ejemplo, usando
una linea celular de fibroblastos murinos que expresan la proteina de activacion de
fibroblastos (FAP) humana y un analisis de citometria de flujo (FACS). La union de las
moléculas de unibn a antigeno biespecificas proporcionadas en el presente
documento a LTBR puede determinarse usando células CHO-K1 genomanipuladas
para sobreexpresar LTBR humano, de cynomolgus o murino como se describe en el
Ejemplo 5.1.

ii.  Ensayos de actividad

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos anti-
LTBR como se describen en el presente documento se someten a prueba para
determinar su actividad bioldgica. La actividad biologica puede incluir la eficacia y la
especificidad de las moléculas de unién a antigeno biespecificas. La eficacia y la
especificidad se demuestran mediante ensayos que miden su capacidad para regular
por incremento ICAM en células endoteliales humanas y fibroblastos asociados al
cancer (CAF) in vitro (Ejemplo 4). La activacion de los LTBR puede medirse ademas
por la regulacién por incremento de genes inflamatorios y de desarrollo tales como las
moléculas de adhesion (ICAM y VCAM) y los quimioatrayentes (CXCL9, CXCL10 y
CXCL11) por parte de las células estromales (Ejemplo 5.2).

Composiciones farmacéuticas, formulaciones y vias de administracion

En otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden
cualquiera de los anticuerpos agonistas anti-LTBR o0 anticuerpos agonistas
biespecificos anti-LTBR proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para
su uso en cualquiera de los procedimientos terapéuticos indicados a continuaciéon. En
un aspecto, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos
agonistas anti-LTBR o0 anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR proporcionados
en el presente documento y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. En
otro modo de realizacion, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de los
anticuerpos agonistas anti-LTBR o anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR
proporcionados en el presente documento y al menos un agente terapéutico adicional,
por ejemplo, como se describe a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas como se divulgan en el presente documento
comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de uno 0 mas anticuerpos
agonistas anti-LTBR o anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR disueltos o
dispersados en un portador farmacéuticamente aceptable. La frase

“farmacéuticamente o farmacoldégicamente aceptable” se refiere a entidades y
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composiciones moleculares que son en general no toxicas para los receptores en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, es decir, no producen una reaccién
adversa, alérgica o inadecuada en algun otro sentido cuando se administran a un
animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segun corresponda. La preparacién de
una composicion farmacéutica que contiene al menos un anticuerpo agonista anti-
LTBR o un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR y opcionalmente un ingrediente
activo adicional serd conocida por los expertos en la técnica a la luz de la presente
divulgaciéon, como se ejemplifica en Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a Ed.
Mack Printing Company, 1990, incorporado en el presente documento como
referencia. En particular, las composiciones son formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Como se usa en el presente documento, "excipiente farmacéuticamente
aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, tampones, medios de dispersion,
recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifiungicos), agentes isotdnicos, sales, estabilizadores y
combinaciones de los mismos, como conocera un experto en la técnica.

Las composiciones parenterales incluyen las disefiadas para su administracion
mediante inyeccion, por ejemplo, inyeccién subcutanea, intradérmica, intralesional,
intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal. Para la inyeccion,
los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos anti-
LTBR pueden formularse en soluciones acuosas, preferentemente en tampones
fisiolbgicamente compatibles tales como la solucion de Hanks, la solucién de Ringer o
el tamp6n salino fisiolégico. La solucién puede contener agentes de formulacién tales
como agentes de suspensién, estabilizacién y/o dispersion. De forma alternativa, los
anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR
pueden estar en forma de polvo para su constitucién con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua estéril libre de pir6genos, antes de su uso. Las soluciones inyectables
estériles se preparan incorporando los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los
anticuerpos agonistas anti-LTBR biespecificos en la cantidad requerida en el
disolvente adecuado con diversos de los otros ingredientes enumerados a
continuacion, segun sea necesario. La esterilidad se puede lograr facilmente, por
ejemplo, mediante la filtracion a través de membranas de filtracion estériles. En
general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion de los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de
dispersion basico y/o los otros ingredientes. En el caso de polvos estériles para la

preparacion de suspensiones, emulsiones 0 soluciones inyectables estériles, los
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procedimientos preferentes de preparacidon son técnicas de secado al vacio o
liofilizacidn que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente
deseado adicional de un medio liquido filtrado anteriormente de manera estéril del
mismo. El medio liquido debe tamponarse adecuadamente si es necesario y el
diluyente liquido debe primero volverse isotdnico antes de la inyeccion con suficiente
solucién salina o glucosa. La composicién debe ser estable en las condiciones de
elaboracion y almacenamiento, y se debe conservar contra la accion contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se observara que la contaminacion
de endotoxinas debe mantenerse como minimo a un nivel seguro, por ejemplo, menos
de 0,5 ng/mg de proteina. Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, pero no se limitan a: tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes, que incluyen acido ascoOrbico y metionina; conservantes
(tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro
de benzalconio; cloruro de bencetonio; alcohol fendlico, butilico o bencilico; parabenos
de alquilo, tales como parabeno de metilo o propilo; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalblmina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoéacidos,
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos,
disacaridos y otros carbohidratos, que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes, tales como EDTA; azlcares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metal (por
ejemplo, complejos de proteina-Zn); y/o tensoactivos no idnicos, tales como
polietilenglicol (PEG). Las suspensiones de inyeccibn acuosa pueden contener
compuestos que incrementan la viscosidad de la suspension, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, dextrano o similares. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizadores o agentes adecuados que
incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de
soluciones altamente concentradas. Adicionalmente, pueden prepararse suspensiones
de los compuestos activos como suspensiones para inyeccion oleosas adecuadas. Los
disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites grasos, tales como aceite
de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleatos de etilo o
triglicéridos, o liposomas.

Los ingredientes activos pueden estar contenidos en microcdpsulas preparadas, por

ejemplo, mediante técnicas de coacervacidn o por polimerizacion interfacial, por
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ejemplo, microcapsulas de gelatina o hidroximetilcelulosa y microcapsulas de poli-
(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas coloidales de administracion del
farmaco (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan
en Remington's Pharmaceutical Sciences (18va Ed. Mack Printing Company, 1990).
Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados
de preparaciones de liberacion mantenida incluyen matrices semipermeables de
polimeros hidréfobos soélidos que contienen el polipéptido, cuyas matrices estan en
forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcipsulas. En modos de
realizacién particulares, se puede lograr la absorcién prolongada de una composicion
inyectable mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasan la
absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio, gelatina y
combinaciones de los mismos.

Ademas de las composiciones descritas anteriormente, las moléculas de unién a
antigeno también pueden formularse como una preparacion de liberacién lenta. Dichas
formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante implantacion (por
ejemplo, de manera subcutanea o intramuscular) 0 mediante inyeccién intramuscular.
Asi, por ejemplo, las proteinas de fusién pueden formularse con materiales poliméricos
o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o
resinas de intercambio i6nico o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una
sal poco soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos agonistas anti-
LTBR o los anticuerpos agonistas anti-LTBR biespecificos divulgados en el presente
documento pueden fabricarse por procesos convencionales de mezclado, disolucién,
emulsion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion. Las composiciones
farmacéuticas pueden formularse de manera convencional usando uno o mas
portadores, diluyentes, excipientes o auxiliares aceptables fisiolégicamente aceptables
gue facilitan el procesamiento de las proteinas en preparaciones que se pueden usar
farmacéuticamente. La formulacién apropiada depende de la via de administracién
elegida.

Los anticuerpos agonistas anti-LTBR o los anticuerpos agonistas biespecificos LTBR
pueden formularse en una composicion en forma de acido o base libre, neutra o sal.
Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que retienen sustancialmente la
actividad biol6gica del acido o base libre. Estas incluyen las sales de adicién de

acidos, por ejemplo, las formadas con los grupos amino libres de una composicion
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proteinica o las que se forman con acidos inorganicos, tales como, por ejemplo, acidos
clorhidrico o fosforico o &cidos organicos, tales como acido acético, oxalico, tartarico o
mandélico. También se pueden derivar sales formadas con los grupos carboxilo libres
de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férrico; o bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina o
procaina. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en disolventes acuosos
y otros disolventes préticos que las formas de base libre correspondientes.

Las composiciones en el presente documento también pueden contener mas de un
ingrediente activo, segun sea necesario, para la indicacion particular que se trata,
preferentemente, aquellas que tienen actividades complementarias que no se
perjudican de manera adversa entre si. Dichos ingredientes activos estan
adecuadamente presentes en combinacién en cantidades que son eficaces para el
proposito previsto.

En general, las formulaciones para su uso en la administracion in vivo son estériles. La
esterilidad se puede lograr facilmente, por ejemplo, mediante la filtracion a través de
membranas de filtracion estériles.

Procedimientos y composiciones terapéuticas

Cualquiera de los anticuerpos agonistas anti-LTBR o0 anticuerpos agonistas
biespecificos anti-LTBR proporcionados en el presente documento, en particular los
anticuerpos agonistas anti-LTBR biespecificos, se pueden usar en procedimientos
terapéuticos. Para su uso en procedimientos terapéuticos, los anticuerpos agonistas
biespecificos anti-LTBR pueden formularse, dosificarse y administrarse de forma
consecuente con la buena practica médica. Los factores a considerar en este contexto
incluyen el trastorno particular en tratamiento, el mamifero particular en tratamiento, la
condicion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de
administracién del agente, el procedimiento de administracién, la programacion de
administracién y otros factores conocidos por los profesionales de la salud.

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos agonistas anti-LTBR o anticuerpos
agonistas biespecificos anti-LTBR para su uso como medicamento.

En otros aspectos, se proporcionan anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR
como se describen en el presente documento para su uso en la induccion de la
estimulacion inmunitaria mediante la activaciéon de los fibroblastos asociados al cancer
(CAF) o las células endoteliales. Ademas, se proporcionan moléculas de unién a
antigeno biespecificas como se describen en el presente documento para (i) el

tratamiento del cancer, (ii) el retraso de la progresion del cancer vy (iii) la prolongacién



10

15

20

25

30

35

142

de la supervivencia de un paciente que padece cancer, en particular en presencia de
células que expresan PAF. En un aspecto particular, se proporcionan anticuerpos
agonistas biespecificos anti-LTBR para su uso en el tratamiento de una enfermedad,
en particular para su uso en el tratamiento del cancer.

En determinados aspectos, se proporcionan anticuerpos agonistas anti-LTBR o
anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR como se describen en el presente
documento para su uso en un procedimiento de tratamiento. En un aspecto, se
proporciona un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR como se describe en el
presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un individuo
que lo necesita. En determinados aspectos, se proporciona un anticuerpo agonista
biespecifico anti-LTBR para su uso en un procedimiento de tratamiento de un individuo
gue tiene una enfermedad que comprende la administracién al individuo de una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR. En
determinados aspectos, la enfermedad a tratar es el cancer. El sujeto, paciente o
“individuo” que necesita tratamiento es tipicamente un mamifero, mas especificamente
un ser humano.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para i) inducir la estimulacion
inmunitaria por parte de las células presentadoras de antigenos (APC) CD40+, (ii)
estimular la respuesta de los linfocitos T especificos del tumor, (iii) provocar la
apoptosis de las células tumorales, (iv) tratar el cancer, (v) retrasar la progresion del
cancer, (vi) prolongar la supervivencia de un paciente que padece cancer, o (vii) tratar
las infecciones, en el que el procedimiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR divulgado en el
presente documento a un individuo que lo necesita.

En otro aspecto, se proporciona el uso del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
descrito en el presente documento en la fabricacién o preparacion de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo necesita. En un aspecto,
el medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de una
enfermedad que comprende administrar a un individuo que tiene la enfermedad una
cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento. En determinados aspectos, la
enfermedad a tratar es un trastorno proliferativo, en particular cancer. Los ejemplos de
canceres incluyen, pero no se limitan a, cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer
de cabeza y cuello, cancer de pancreas, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer
de ovario, cancer de Utero, cancer de cuello uterino, cancer de endometrio, cancer de

esofago, cancer de colon, cancer colorrectal, cAncer de recto, cdncer géstrico, cancer
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de préstata, cancer hematoldgico, cancer de piel, carcinoma de células escamosas,
cancer de hueso y cancer de rifidbn. Otros ejemplos de cancer incluyen carcinoma,
linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin), blastoma, sarcoma y
leucemia. Otros trastornos de proliferacion celular que pueden tratarse mediante el uso
de la molécula de uniébn a antigeno biespecifica o el anticuerpo de la invencién
incluyen, pero no se limitan a, neoplasias ubicadas en: abdomen, hueso, mama,
sistema digestivo, higado, pancreas, peritoneo, glandulas endocrinas (suprarrenales,
paratiroides, pituitaria, testiculos, ovario, timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, sistema
nervioso (central y periférico), sistema linfatico, pelvis, piel, tejido blando, bazo, regién
tordcica y sistema genitourinario. También se incluyen lesiones o afecciones
precancerosas y metastasis de cancer. En determinados modos de realizacion, el
cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de rifién, cancer de piel, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de cerebro, cancer de cabeza
y cuello. Un experto en la técnica reconoce facilmente que en muchos casos el
anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR puede no proporcionar una cura pero
puede proporcionar un beneficio. En algunos aspectos, un cambio fisiol6gico que
tenga algun beneficio también se considera terapéuticamente beneficioso. Por tanto,
en algunos aspectos, una cantidad del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR o
del anticuerpo agonista anti-LTBR que proporciona un cambio fisiol6gico se considera
una "cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz".

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacion adecuada de
un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR descrito en el presente documento
(cuando se usa solo o0 en combinacibn con uno o0 mas agentes terapéuticos
adicionales) dependera del tipo de enfermedad a tratar, la via de administracion, el
peso corporal del paciente, la molécula especifica, la gravedad y el curso de la
enfermedad, si la molécula de uniéon a antigeno biespecifica de la invencién se
administra con propoésitos preventivos o terapéuticos, las intervenciones terapéuticas
previas o concurrentes, la anamnesis del paciente y la respuesta a la molécula de
union a antigeno biespecifica, y el criterio del médico especialista. El profesional
responsable de la administracion determinarda, en cualquier acontecimiento, la
concentracion del(de los) ingrediente(s) activo(s) en una composicion y dosis
adecuada(s) para el sujeto individual. En el presente documento se contemplan
diversas pautas de administracion de las dosis, que incluyen, pero sin limitarse a,
administraciones simples o mdltiples durante diversos puntos temporales,

administracién por bolo e infusién de pulso.
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El anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se administra adecuadamente al
paciente de una sola vez o en una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y la
gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 pug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo,
0,1 mg/kg — 10 mg/kg) de la molécula de unién a antigeno biespecifica puede ser una
dosis candidata inicial para su administracion al paciente, ya sea, por ejemplo,
mediante una o mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una
dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o
mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En el caso de
administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento se sostendria por lo general hasta que se produzca una
inhibicion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosificacion ilustrativa de la
molécula de unién a antigeno biespecifica de la invencion estaria en el intervalo de
aproximadamente 0,005 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos, una
dosis también puede comprender de aproximadamente 1 ug/kg de peso corporal,
aproximadamente 5 pg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 ug/kg de peso
corporal, aproximadamente 50 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 100 ug/kg
de peso corporal, aproximadamente 200 ug/kg de peso corporal, aproximadamente
350 pg/kg de peso corporal, aproximadamente 500 pg/kg de peso corporal,
aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg de
peso corporal, aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 350 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg de
peso corporal o mas por administracion y cualquier intervalo comprendido en estos. En
los ejemplos de un intervalo derivable de las cantidades enumeradas en el presente
documento, puede administrarse un intervalo de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 5 ug/kg
de peso corporal a aproximadamente de 1 mg/kg de peso corporal, etc., basado en las
cantidades descritas anteriormente. Por lo tanto, se puede administrar al paciente una
0 mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier combinacion de las mismas). Dichas dosis se pueden administrar de manera
intermitente, por ejemplo, una vez a la semana o cada tres semanas (por ejemplo, de
modo que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o,
por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). En un aspecto particular, el

anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se administrara cada tres semanas. En un
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aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se administrard cada dos
semanas. Se puede administrar una dosis de carga inicial mas alta, seguido de una o
mas dosis menores. Sin embargo, otros regimenes de dosis pueden ser Utiles. El
progreso de este tratamiento se monitorea facilmente con técnicas y ensayos
convencionales.

El anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se utilizar4 en general en una cantidad
eficaz para lograr el propdsito previsto. Para su uso en el tratamiento o la prevencion
de una enfermedad, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR, o las
composiciones farmacéuticas del mismo, se administran o aplican en una cantidad
terapéuticamente eficaz. Los expertos en la técnica tienen la capacidad para
determinar una cantidad terapéuticamente eficaz, especialmente en vista de la
divulgacion detallada proporcionada en el presente documento. Para la administraciéon
sistémica, una dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de
ensayos in vitro, tales como los ensayos de cultivo celular. Se puede formular a
continuacién una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion
en circulacion que incluya la Clsp determinada en el cultivo celular. Se puede usar
dicha informacién para determinar con exactitud dosis Utiles en seres humanos. Las
dosificaciones iniciales también pueden estimarse a partir de datos in vivo, por
ejemplo, modelos animales, usando técnicas conocidas en la técnica. Un experto en la
técnica podria optimizar facilmente la administracion a seres humanos basado en los
datos en animales.

La cantidad y el intervalo de dosificaciéon pueden ajustarse individualmente para
proporcionar niveles plasmaticos de la molécula de unién a antigeno biespecifica de la
invencién que son suficientes para mantener el efecto terapéutico. Las dosificaciones
para pacientes habituales para su administracion mediante inyeccién varian de
aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg/dia, tipicamente de aproximadamente 0,1 a 1
mg/kg/dia. Se pueden lograr niveles plasmaticos terapéuticamente eficaces al
administrar multiples dosis cada dia. Los niveles plasmaticos pueden medirse, por
ejemplo, mediante HPLC. En los casos de administracién local o captacion selectiva,
la concentracién local eficaz del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR puede no
estar relacionada con la concentracion plasmatica. Un experto en la técnica seré
capaz de optimizar dosificaciones locales terapéuticamente eficaces sin
experimentacion excesiva.

Una dosis terapéuticamente eficaz del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR

descrito en el presente documento proporcionard generalmente un beneficio
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terapéutico sin provocar una toxicidad sustancial. La toxicidad y la eficacia terapéutica
de una proteina de fusibn pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivo celular o animales experimentales. Se pueden usar
ensayos de cultivo celular y estudios en animales para determinar la DLso (la dosis letal
para 50 % de una poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en 50 % de
una poblacion). La proporcion de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice
terapéutico, que se puede expresar como la proporcion DLso/DEso. Se prefieren los
anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR que presentan grandes indices
terapéuticos. En un aspecto, el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR presenta un
alto indice terapéutico. Los datos obtenidos de ensayos de cultivo celular y estudios en
animales pueden usarse en la formulacion de un intervalo de dosificaciones adecuado
para su uso en seres humanos. La dosis se encuentra preferentemente dentro de un
intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 con poca o0 ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de una
variedad de factores, por ejemplo, la forma farmacéutica empleada, la via de
administracion utilizada, la condicién del sujeto y similares. EI médico del individuo
puede seleccionar la formulacién exacta, la via de administracion y la dosificacion en
vista de la condicion del paciente (véase, por ejemplo, Fingl y col, 1975, en: The
Pharmacological Basis de Therapeutics, Cap. 1, p. 1, incorporado en el presente
documento como referencia en su totalidad).

El médico especialista que atiende a los pacientes tratados con anticuerpos agonistas
anti-LTBR sabria como y cuando finalizar, interrumpir o ajustar la administracion
debido a la toxicidad, la disfuncion de los 6rganos y similares. Por el contrario, el
médico especialista también sabria ajustar el tratamiento a niveles mayores si la
respuesta clinica no fuese adecuada (mientras no haya toxicidad). La magnitud de una
dosis administrada en el manejo del trastorno de interés variara con la gravedad de la
afeccion a tratar, con la via de administracion y similares. Por ejemplo, la gravedad de
la afeccion puede evaluarse parcialmente mediante procedimientos estandar de
evaluacion pronéstica. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis variaran
también de acuerdo con la edad, el peso corporal y la respuesta del paciente
individual.

Otros agentes y tratamientos

El anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR se puede administrar en combinacion
con uno 0 Mmas otros agentes en el tratamiento. Por ejemplo, el anticuerpo agonista

anti-LTBR o el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR pueden administrarse
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conjuntamente con al menos un agente terapéutico adicional. El término "agente
terapéutico" engloba cualquier agente que se pueda administrar para tratar un sintoma
0 una enfermedad en un individuo que necesite dicho tratamiento. Dicho agente
terapéutico adicional puede comprender cualquiera de los ingredientes activos
adecuados para la indicacion particular que se esté tratando, preferentemente aqguellos
con actividades complementarias que no se afectan negativamente entre si. En
determinados aspectos, un agente terapéutico adicional es otro agente antineoplasico,
por ejemplo, un disruptor de microtdbulos, un antimetabolito, un inhibidor de
topoisomerasa, un agente intercalante de ADN, un agente alquilante, un tratamiento
hormonal, un inhibidor de cinasas, un antagonista de receptor, un activador de la
apoptosis de células tumorales o un agente antiangiogénico. En determinados
aspectos, un agente terapéutico adicional es un agente inmunomodulador, un agente
citostético, un inhibidor de la adhesién celular, un agente citotoxico o citostatico, un
activador de la apoptosis celular o un agente que incrementa la sensibilidad de las
células a inductores de la apoptosis.

Por tanto, se proporcionan anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR o
composiciones farmacéuticas que los comprenden para su uso en el tratamiento del
cancer, en el que la molécula de unién a antigeno biespecifica se administra en
combinacién con un agente quimioterapico, radiacion y/u otros agentes para su uso en
la inmunoterapia del cancer.

Dichos otros agentes estan adecuadamente presentes en combinacion en cantidades
que son eficaces para el propésito previsto. La cantidad eficaz de dichos otros agentes
depende de la cantidad de anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR usado, el tipo
de trastorno o tratamiento, y otros factores analizados anteriormente. Los anticuerpos
agonistas biespecificos anti-LTBR se usan en general en las mismas dosificaciones y
con las vias de administracion como se describen en el presente documento, o
aproximadamente 1 a 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento,
0 en cualquier dosificacién y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente
como apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente comprenden la administracion combinada
(donde se incluyen dos o mas agentes terapéuticos en la misma composicién o en
composiciones separadas) y la administracion separada, en cuyo caso la
administracion de la molécula de unién a antigeno biespecifica o anticuerpo de la
invencién se puede producir antes, al mismo tiempo y/o después de la administracion

del agente y/o adyuvante terapéutico adicional.
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En otro aspecto, se proporciona el anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR descrito
en el presente documento para su uso en el tratamiento del cancer, en el que la
molécula de unién a antigeno biespecifica se administra en combinacion con otro
inmunomodulador.

El término “inmunomodulador” se refiere a cualquier sustancia que incluye un
anticuerpo monoclonal que afecta al sistema inmunitario. Las moléculas divulgadas en
el presente documento pueden considerarse inmunomoduladores. Los
inmunomoduladores pueden usarse como agentes antineoplasicos para el tratamiento
del céancer. En un aspecto, los inmunomoduladores incluyen, pero no se limitan a
anticuerpos anti-CTLA4 (por ejemplo, ipilimumab), anticuerpos anti-PD1 (por ejemplo,
nivolumab o pembrolizumab), anticuerpos anti-PD-L1 (por ejemplo, atezolizumab,
avelumab o durvalumab), anticuerpos anti-OX-40, anticuerpos anti-4-1BB vy
anticuerpos anti-GITR. En otro aspecto, se proporciona la molécula de unién a
antigeno biespecifica como se describe en el presente documento anteriormente para
su uso en el tratamiento del cancer, en el que la molécula de uniébn a antigeno
biespecifica se administra en combinacién con un agente que bloquea la interaccion
PD-L1/PD-1. En un aspecto, el agente que bloguea la interaccion PD-L1/PD-1 es un
anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD1. Mas particularmente, el agente que
bloguea la interacciéon PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1, en particular un
anticuerpo anti-PD-L1 seleccionado del grupo que consiste en atezolizumab,
durvalumab, pembrolizumab y nivolumab. En un aspecto especifico, el agente que
bloguea la interaccién PD-L1/PD-1 es atezolizumab (MPDL3280A, RG7446). En otro
aspecto, el agente que bloguea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1
gue comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PDL-1) de SEQ ID
NO:313 y un dominio variable de la cadena ligera VL(PDL-1) de SEQ ID NO:314. En
otro aspecto, el agente que bloquea la interaccién PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-
PD-L1 que comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PD-L1) de SEQ
ID NO:315 y un dominio variable de la cadena ligera VL(PD-L1) de SEQ ID NO:316.
En otro aspecto, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo
anti-PD1, en particular un anticuerpo anti-PD1 seleccionado de pembrolizumab o
nivolumab. Dichos otros agentes estan adecuadamente presentes en combinacién en
cantidades que son eficaces para el propdsito previsto. La cantidad eficaz de dichos
otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR
usado, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores analizados anteriormente.

Los anticuerpos agonistas biespecificos anti-LTBR descritos en el presente documento
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se usan en general en las mismas dosificaciones y con las vias de administracién
descritas en el presente documento, o aproximadamente de 1 a 99 % de las
dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacién y por
cualquier via que se determine empirica/clinicamente como apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada
(donde se incluyen dos 0 mas agentes terapéuticos en la misma composicion o en
composiciones separadas) y la administracibn separada, en cuyo caso, la
administracién del anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR puede producirse antes,
simultdneamente y/o después de la administracion del agente terapéutico y/o
adyuvante adicional.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto, se proporciona un articulo de fabricaciébn que contiene materiales
Utiles para el tratamiento, la prevencion y/o el diagndstico de los trastornos descritos
anteriormente. El articulo de fabricacion comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto en el recipiente o asociado con este. Los recipientes adecuados incluyen,
por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de solucién IV, etc. Los recipientes
pueden formarse de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El
recipiente contiene una composicion que es eficaz, por si misma o en combinacién con
otra composicion, para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y puede tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de soluciéon
intravenosa o un vial que tiene un tapon que puede perforarse con una aguja de
inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo de la composicion es un anticuerpo
agonista biespecifico anti-LTBR divulgado en el presente documento.

La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa para tratar la afeccion
determinada. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer
recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion
comprende un anticuerpo agonista biespecifico anti-LTBR; y (b) un segundo recipiente
con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un
agente citotéxico o de otro modo terapéutico adicional. El articulo de fabricacion en
este modo de realizacion de la invencion puede comprender ademas un prospecto que
indica que las composiciones se pueden usar para tratar una afeccién particular.

De forma alternativa o adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender
ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampon
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostética para inyeccion (BWFI),

solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucion de dextrosa.
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Puede incluir ademas otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y

del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Tabla B (Secuencias):

SEQ ,ID Nombre Secuencia

NO:

1 LTBR hu UniProt n.° P36941
MLLPWATSAP GLAWGPLVLG LFGLLAASQP
QAVPPYASEN  QTCRDQEKEY YEPQHRICCS
RCPPGTYVSA  KCSRIRDTVC  ATCAENSYNE
HWNYLTICQL CRPCDPVMGL EEIAPCTSKR
KTQCRCQPGM  FCAAWALECT HCELLSDCPP
GTEAELKDEV  GKGNNHCVPC KAGHFQNTSS
PSARCQPHTR  CENQGLVEAA  PGTAQSDTTC
KNPLEPLPPE  MSGTMLMLAV  LLPLAFFLLL
ATVFSCIWKS HPSLCRKLGS LLKRRPQGEG
PNPVAGSWEP PKAHPYFPDL  VQPLLPISGD
VSPVSTGLPA  APVLEAGVPQ QQSPLDLTRE
PQLEPGEQSQ  VAHGTNGIHV TGGSMTITGN
IYIYNGPVLG GPPGPGDLPA  TPEPPYPIPE
EGDPGPPGLS TPHQEDGKAW  HLAETEHCGA
TPSNRGPRNQ FITHD

2 FAP hu UniProt n.° Q12884, versidédn 168
MKTWVKIVFG  VATSAVLALL  VMCIVLRPSR
VHNSEENTMR  ALTLKDILNG TFSYKTFFPN
WISGQEYLHQ SADNNIVLYN IETGQSYTIL
SNRTMKSVNA SNYGLSPDRQ FVYLESDYSK
LWRYSYTATY YIYDLSNGEF  VRGNELPRPI
QYLCWSPVGS KLAYVYQNNT YLKQRPGDPP
FQITFNGREN  KIFNGIPDWV  YEEEMLATKY
ALWWSPNGKF LAYAEFNDTD IPVIAYSYYG
DEQYPRTINI PYPKAGAKNP  VVRIFIIDTT
YPAYVGPQEV PVPAMIASSD YYFSWLTWVT
DERVCLQWLK  RVQNVSVLST CDFREDWQTW
DCPKTQEHIE ESRTGWAGGF FVSTPVFSYD
ATISYYKIFSD KDGYKHIHYI KDTVENAIQI
TSGKWEAINT FRVTQDSLFEY SSNEFEEYPG
RRNIYRISIG SYPPSKKCVT CHLRKERCQY
YTASFSDYAK  YYALVCYGPG TPISTLHDGR
TDQEIKILEE NKELENALKN IQLPKEETIKK
LEVDEITLWY KMILPPQFDR SKKYPLLIQV
YGGPCSQSVR SVFAVNWISY LASKEGMVIA
LVDGRGTAFQ GDKLLYAVYR  KLGVYEVEDQ
ITAVRKFIEM  GFIDEKRIAT WGWSYGGYVS
SLALASGTGL FKCGIAVAPV SSWEYYASVY
TERFMGLPTK DDNLEHYKNS TVMARAEYFR
NVDYLLIHGT  ADDNVHFQNS AQIAKALVNA
QVDFQAMWYS DQNHGLSGLS TNHLYTHMTH
FLKQCFSLSD

3 CDR-H1 FAP(4B9) | SYAMS

4 CDR-H2 FAP(4B9) | AIIGSGASTYYADSVKG

5 CDR-H3 FAP(4B9) | GWFGGFNY
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6 CDR-L1 FAP(4B9) | RASQSVTSSYLA
7 CDR-L2 FAP(4B9) | VGSRRAT
8 CDR-L3 FAP(4B9) | QQGIMLPPT
9 VH FAP(4B9) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWG
QGTLVTVSS
10 VL FAP(4B9) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOQOKPGQAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
11 CDR-H1 FAP SHAMS
(28H1)

12 CDR-H2 FAP AIWASGEQYYADSVKG
(28H1)

13 CDR-H3 FAP GWLGNFEDY
(28H1)

14 CDR-L1 FAP RASQSVSRSYLA
(28H1)

15 CDR-L2 FAP GASTRAT
(28H1)

16 CDR-L3 FAP QQGQVIPPT
(28H1)
17 VH FAP(28H1) EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGREFTISRD
NSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQ
GTLVTVSS
18 VL FAP(28H1) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAW
YQOOKPGQAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK
19 CDR-H1 FAP DYNMD
(1G1la)

20 CDR-H2 FAP DIYPNTGGTIYNQKFKG
(1G1a)

21 CDR-H3 FAP FRGIHYAMDY
(1G1la)

22 CDR-L1 FAP RASESVDNYGLSFIN
(1G1a)

23 CDR-L2 FAP GTSNRGS
(1G1la)

24 CDR-L3 FAP QOSNEVPYT
(1G1a)

25 VH FAP (1Gla) QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTLTDYNMDW
VRQAPGQGLEWIGDIYPNTGGTIYNQKFKGRVTMTI
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTRFRGIHYAMDY
WGQGTTVTVSS

26 VL FAP (1G1a) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDNYGLSF

INWFOOKPGQAPRLLIYGTSNRGSGIPAREFSGSGSG
TDFTLTISSLEPEDFAVYFCQQOSNEVPYTFGGGTKV
EIK

27

CDR-H1 LTBR

SYTMN
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(9459)

28 CDR-H2 LTBR GVAPSGDRTYYTDSVKG
(9459)

29 CDR-H3 LTBR GFAFTN
(9459)

30 CDR-L1 LTBR RASQGISSALA
(9459)

31 CDR-L2 LTBR DASSLDS
(9459)

32 CDR-L3 LTBR QQYNNYPLT
(9459)
33 VH LTBR (9459) EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTFSSYTMNW
VRQAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVTVSS
34 VL LTBR (9459) DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QQKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMK
35 CDR-H1 LTBR SYPMT
(9452)

36 CDR-H2 LTBR LISPSGATTYYADSVKG
(9452)

37 CDR-H3 LTBR NHYPDDVIIKNYYFYGVDV
(9452)

38 CDR-L1 LTBR RASQDISNYLN
(9452)

39 CDR-L2 LTBR AASSILQS
(9452)

40 CDR-L3 LTBR QQTHTIPYS
(9452)

41 VH LTBR (9452) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGEFTFSSYPMTW
VRQAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGRFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYFYGVDVWGQGTTVTVSS

42 VL LTBR (9452) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QQKPGKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIK

43 CDR-H1 LTBR YYAMT

(0080)
44 CDR-H2 LTBR VINSGGGTYYTDSVKG
(0080)
45 CDR-H3 LTBR ASTADV
(0080)
46 CDR-L1LTBR QASQGISNYLS
0080)
47 CDR-L2 LTBR AASSLES
(0080)
48 CDR-L3 LTBR QQYNSYSLT
(0080)
49 VH LTBR (0080) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSYYAMTW
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VRQAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGRETMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSS
50 VL LTBR (0080) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QQKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIK
51 CDR-H1 LTBR SYVMK
(9450)

52 CDR-H2 LTBR SISGSGGRPFYADSVKG
(9450)

53 CDR-H3 LTBR DMDV
(9450)

54 CDR-L1 LTBR RASQDISSFLK
(9450)

55 CDR-L2 LTBR AASALQS
(9450)

56 CDR-L3 LTBR QQYNTYPLT
(9450)
57 VH LTBR (9450) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGRFTISR
DNSKNALYLQMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VTVSS
58 VL LTBR (9450) DIQOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQDISSFLKWY
QQKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIK
59 CDR-H1 LTBR SYAMS
(0079)

60 CDR-H2 LTBR VITGSSSSIDYADSVKG
(0079)

61 CDR-H3 LTBR GGSGVWSISTDFDY
(0079)

62 CDR-L1LTBR QASQDISNYLN
(0079)

63 CDR-L2 LTBR AASSLHS
(0079)

64 CDR-L3LTBR QQSHSTPPT
(0079)
65 VH LTBR (0079) EVQLLESGGALVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSVITGSSSSIDYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGGSGVWSIST
DFDYWGQGTLVTVSS
66 VL LTBR (0079) DIQOMTQSPSFLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWY
QQKPGKAPKHLIYAASSLHSGVPSRFSGSGSGAYFT
LTITSLQPEDFATYYCQQSHSTPPTFGPGTKVDIK
67 CDR-H1 LTBR NYAMT
(9457)

68 CDR-H2 LTBR EISGSGGSTYYADSVKG
(9457)

69 CDR-H3 LTBR DDDGAYGTMDV

(9457)
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70 CDR-L1LTBR RASQDISNYLN
(9457)

71 CDR-L2 LTBR AASALQS
(9457)

72 CDR-L3 LTBR QHYKSYPYT
(9457)
73 VH LTBR (9457) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMTW
VROAPGKGLEWVSEISGSGGSTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDDDGAYGDTM
DVWGQGTTVTVSS
74 VL LTBR (9457) DIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QQKPGKAPKLLIYAASALQSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQHYKSYPYTFGQGTKVEIR
75 CDR-H1 LTBR NTYIH
(0064)

76 CDR-H2 LTBR RIDPTNGNTICTEKFKN
(0064)

77 CDR-H3 LTBR TTLTTPDSFAY
(0064)

78 CDR-L1 LTBR KASONIYKYLN
0064)

79 CDR-L2 LTBR STNILQT
(0064)

80 CDR-L3 LTBR OKYYSGFT
(0064)
81 VH LTBR (0064) EVQLQQYGAELGKPGTSVKLSCKVSGYNIGNTYIHW
VIQRPGKGLEWIGRIDPTNGNTICTEKFKNKATLTA
DLSSNTAYMQLSQLKSDDTAIYFCAPTTLTTPDSFA
YWGQGTLVTVSS
82 VL LTBR (0064) DIQMTQSPSQLSASVGDRVTLSCKASQNIYKYLNWY
QQKLGEAPRLLIYSTNILQTGIPSRFSGSGSGIDYT
LTISSLQPEDAATYFCQKYYSGFTFGSGTKLEMK
83 CDR-H1 LTBR SYAIS
(5929)

84 CDR-H2 LTBR GIIPIFGTANYAQKFQG
(5929)

85 CDR-H3 LTBR PSYYLDGWLDY
(5929)

86 CDR-L1 LTBR KSSQSVLYSSNNKNYLA
(5929)

87 CDR-L2 LTBR WASTRES
(5929)

88 CDR-L3 LTBR SQYYTTHYT
(5929)

89 VH LTBR (5929) QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISW
VRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGQGTTVTVSS

90 VL LTBR (5929) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK

NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
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SGTDFTLTISSLQOAEDVAVYYCSQYYTTHYTFGQGT
KVEIK
91 CDR-H1 LTBR SYAIS
(7213)
92 CDR-H2 LTBR GIIPIHGTANYAQKFQG
(7213)
93 CDR-H3 LTBR PSYYLDGWLDY
(7213)
94 CDR-L1 LTBR KSSQSVLYSSNNKNYLA
(7213)
95 CDR-L2 LTBR WASTRES
(7213)
96 CDR-L3 LTBR SQYYTTHYT
(7213)
97 VH LTBR (7213) QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISW
VRQAPGQGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGQGTTVTVSS
98 VL LTBR (7213) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTFGQGT
KVEIK
99 VH LTBR (CBE11) | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMYW
FRQAPGKGLEWVATISDGGSYTYYPDSVKGRFTISR
DNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCAREENGNFYYFD
YWGQGTTVTVSS
100 VL LTBR (CBE11) | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKAGQDIKSYLSWY
QQKPGKAPKLLIYYATRLADGVPSRFSGSGSGTDYT
LTISSLOPEDFATYYCLOHGESPWTFGGGTKLEIK
101 CDR-H1 LTBR DYYMY
(CBE11)

102 CDR-H2 LTBR TISDGGSYTYYPDSVKG
(CBE11)

103 CDR-H3 LTBR EENGNFYYFDY
(CBE11)

104 CDR-L1 LTBR KAGQDIKSYLS
(CBE11)

105 CDR-L2 LTBR YATRLAD
(CBE11)

106 CDR-L3 LTBR LQHGESPWT
(CBE11)

107 P1AF0532 botén DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK

HC LTBR cruzado

NYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQ
VSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSP

108

P1AF0532 LC
LTBR cruzado

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGOGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSEFNRGEC

109

P1AF0532 ojal HC
FAP con cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSP

110

P1AF0532 LC FAP
con cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

111

P1AF9728 botdn
HC LTBR

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTEFSSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

112

P1AF9728 LC
LTBR

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

113

P1AF9728 ojal HC

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYAMSW
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

FAP cruzado

VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
QOGTLVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSENRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSP

114

P1AF9728 LC FAP
cruzado

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDREFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

115

P1AG7504 boton
HC LTBR

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGOGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

116

P1AG7504 LC
LTBR

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

117

P1AG7504 ojal HC
FAP cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVTIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSEFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

118

P1AG7504 LC FAP
cruzado

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

119

P1AFO0535 botdn
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSELKWY
QOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

120

P1AF0535 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGREFTISR
DNSKNALYLOMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

121

P1AF0535 ojal HC
FAP con cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVTIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQOKSLSLSP

122

P1AF0535 LC FAP
con cargas

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVEFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

123

P1AG7506 boton
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH




159

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

124

P1AG7506 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGREFTISR
DNSKNALYLOMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

125

P1AG7506 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

126

P1AG7506 LC FAP
cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

127

P1AF0534 botén
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOKPGKAPKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

128

P1AF0534 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGFTEFSSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGREFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYEFYGVDVWGQGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQOWKVDNALQSGNS
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NO:

Nombre

Secuencia

QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

129

P1AF0534 ojal HC
FAP con cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQOKSLSLSP

130

P1AF0534 LC FAP
con cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

131

P1AG7505 bot6n
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOKPGKAPKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

132

P1AG7505 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGEFTESSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGREFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYFYGVDVWGQGTTVIVSSASVAAPSVEIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQOWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

133

P1AG7505 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVTIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK




161

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

134

P1AG7505 LC FAP
cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDEFE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQOGTKVEIK
RTVAAPSVEFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

135

P1AF5257 botdn
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOKPGKAPKLLIYAASALQSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQHYKSYPYTFGQGTKVEIRS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

136

P1AF5257 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESNYAMTW
VROAPGKGLEWVSEISGSGGSTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDDDGAYGDTM
DVWGQGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSENRGEC

137

P1AF5257 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQOKSLSLSP

138

P1AF5257 LC FAP
cargas

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

139

P1AF0537 boton
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
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NO:

Nombre

Secuencia

SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

140

P1AF0537 LC
LTBR cruzado

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGREFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQOG
TMVTIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

141

P1AF0537 ojal HC
FAP con cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTOKSLSLSP

142

P1AF0537 LC FAP
con cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

143

P1AG7507 boton
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

144

P1AG7507 LC
LTBR cruzado

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGREFTISR
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVTIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

145

P1AG7507 ojal HC

FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

146

P1AG7507 LC FAP

cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

147

P1AG0694 botdn

HC LTBR

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYNIGNTYIHW
VROAPGKGLEWMGRIDPTNGNTIYAQKFQGRVTSTR
DTSISTAYMELSRLRSDDTVVYYCAPTTLTTPDSFA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

148

P1AG0694 LC

LTBR

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASONIYKYLNWY
QOKPGKAPKLLIYSTNILQSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYFCQKYYSGFTFGOGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

149

P1AG0694 ojal HC

FAP cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVTIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSEFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSP

150

P1AG0694 LC FAP

cruzado

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFEP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

151

P1AF9727 boton

HC LTBR

EVOLOQYGAELGKPGTSVKLSCKVSGYNIGNTYIHW
VIQRPGKGLEWIGRIDPTNGNTISTEKFKNKATLTA
DLSSNTAYMOLSQLKSDDTAIYFCAPTTLTTPDSFA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

152

P1AF9727 LC

LTBR

DIOMTQSPSQLSASVGDRVTLSCKASONIYKYLNWY
QOKLGEAPRLLIYSTNILQTGIPSREFSGSGSGTDYT
LTISSLOPEDAATYFCQKYYSGFTFGSGTKLEMKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

153

P1AF9727 ojal HC

FAP cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
QOGTLVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSP

154

P1AF9727 LC FAP

cruzado

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

155

P1AF5260 botén
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSEFLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWY
QOKPGKAPKHLIYAASSLHSGVPSRESGSGSGAYFET
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

LTITSLOPEDFATYYCQQSHSTPPTFGPGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

156

P1AF5260 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGALVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSVITGSSSSIDYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGGSGVWSIST
DEFDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSENRGEC

157

P1AF5260 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQOKSLSLSP

158

P1AF5260 LC FAP
cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

159

P1AF5261 botén
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

160

P1AF5261 LC

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSYYAMTW
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

LTBR cruzado

VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGRFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

161

P1AF5261 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSP

162

P1AF5261 LC FAP
cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

163

P1AG7508 botdon
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

164

P1AG7508 LC
LTBR cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGRFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

165

P1AG7508 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
QOGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQOPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

166

P1AG7508 LC FAP
cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

167

P1AG5684(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQ
VSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHN
HYTOKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGGEVQL
LESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEFGGENYWGQGTL
VIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVED
YFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSC
D

168

P1AG5684(2 +1)
LCLTBR
(2x)cruzado

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGQGTTVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

169

P1AG5684(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQ
VSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

DSDGSFFLVSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

170

P1AG5684(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

171

P1AG7576(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQ
VSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHN
HYTOKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
LESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSATIGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTL
VIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVED
YFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSC
D

172

P1AG7576(2 +1)
LC LTBR
(2x)cruzado

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTEFSSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGOGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSEFNRGEC

173

P1AG7576(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQ
VSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFEFLVSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

174

P1AG7576(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

175

P1AG7509(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQ
VSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHN
HYTOKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGEVQLL
ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSATIGSGASTYYADSVKGREFTISRDNSKN
TLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

176

P1AG7509(2 +1)
LCLTBR
(2x)cruzado

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGOGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

177

P1AG7509(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQ
VSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFEFLVSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHN
HYTOKSLSLSPG

178

P1AG7509(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVEFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

179

P1AF0544(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAIIGSGASTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWEFGGEFNYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

180

P1AF0544(2 +1)
LC LTBR
(2x)cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGREFTISR
DNSKNALYLOMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

181

P1AF0544(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

182

P1AF0544(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDEFE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

183

P1AG7511(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

184

P1AG7511(2 +1)
LC LTBR
(2x)cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGRFTISR
DNSKNALYLOMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

185

P1AG7511(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

186

P1AG7511(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

187

P1AF9729(2+1)
botén HC LTBR
(2x)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGEFTESSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGREFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYFYGVDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGS
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGEFTESSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGREFTISR
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYFYGVDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSC

188

P1AF9729(2 +1)
LC LTBR (2x)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOKPGKAPKSLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

189

P1AF9729(2 +1)
ojal HC FAP
cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSEFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSP

190

P1AF9729(2 +1)
LC FAP cruzado

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

191

P1AG7510(2+1)
boton HC LTBR
(2x)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGFTEFSSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGRFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYEFYGVDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPGGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGET
FSSYPMTWVRQAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSV
KGREFTISRDTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNH
YPDDVIIKNYYFYGVDVWGQGTTVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

192

P1AG7510(2 +1)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

LC LTBR (2x)

QOKPGKAPKSLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQOGLSSPVTKSENRGEC

193

P1AG7510(2 +1)
ojal HC FAP
cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSW
VROAPGKGLEWVSATIIGSGASTYYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSEFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

194

P1AG7510(2 +1)
LC FAP cruzado

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFEP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

195

P1AF0546(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWEFGGEFNYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

196

P1AF0546(2 +1)
LC LTBR
(2x)cruzado

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQOG
TMVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

197

P1AF0546(2 +1)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

ojal HC LTBR
cruzado

QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

198

P1AF0546(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDREFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

199

P1AG7512(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QQOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

200

P1AG7512(2 +1)
LCLTBR
(2x)cruzado

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQOG
TMVTVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

201

P1AG7512(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

202

P1AG7512(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

203

P1AG7513(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

204

P1AG7513(2 +1)
LCLTBR
(2x)cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

205

P1AG7513(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOQOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

206

P1AG7513(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

207

P1AG5683(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGGEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAIIGSGASTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

208

P1AG5683(2 +1)
LC LTBR
(2x)cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGRFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

209

P1AG5683(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

210

P1AG5683(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

211

P1AG7575(2+1)
botén HC LTBR -
FAP

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPTI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAIIGSGASTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWEFGGEFNYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

212

P1AG7575(2 +1)
LCLTBR
(2x)cruzado

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

213

P1AG7575(2 +1)
ojal HC LTBR
cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

214

P1AG7575(2 +1)
LC FAP cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

215

P1AG1326 boton
HC LTBR cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKAGQDIKSYLSWY
QOKPGKAPKLLIYYATRLADGVPSREFSGSGSGTDYT
LTISSLOPEDFATYYCLOQHGESPWTFGGGTKLEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSP

216

P1AG1326 LC
LTBR cruzado

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETESDYYMYW
FROAPGKGLEWVATISDGGSYTYYPDSVKGREFTISR
DNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCAREENGNEYYED
YWGOGTTVIVSSASVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

217

P1AG1326 ojal HC
FAP cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
NQVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQOKSLSLSP

218

P1AG1326 LC FAP
cargas

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

219

P1AF4664 HC KK+
LTBR cargas
(sustituto 1+1
murino)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVE
GYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSS
SVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRDC
GCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTC
VVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQIN
STFRSVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIE
KTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKOMAKDKVSLTCMI
TNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYF
VYSKLNVOKSNWEAGNTEFTCSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPG

220

P1AF4664 LC
LTBR cargas

(sustituto 1+1
murino)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKR
ADAAPTVSIFPPSSRKLTSGGASVVCELNNFYPKDI
NVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLT
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

LTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

221

P1AF4664 HC DD-
FAP cargas
(sustituto 1+1
murino)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAW
YOOKPGOAPRLLIIGASTRATGIPDRESGSGSGTDEFE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK
SSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTV
PSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKP
CICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVA
ISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQINSTER
SVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIEKTIS
KTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITNEEF
PEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYEFVYSD
LNVOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSP
G

222

P1AF4664 LC
LTBR cruzado
(sustituto 1+1
murino)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSHAMSW
VROAPGKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNEDYWGQ
GTLVTVSSRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCE
LNNEFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDS
TYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVK
SEFNRNEC

223

P1AF4674 HC KK+
LTBR cargas —
FAP cruzado
(sustituto 2+1
murino)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVE
GYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSS
SVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRDC
GCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTC
VVVAISKDDPEVQEFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQIN
STFRSVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIE
KTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKOMAKDKVSLTCMI
TNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYF
VYSKLNVOKSNWEAGNTEFTCSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTEFSSHAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIWASGEQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCAKGWLGNEDYWGQGTLVTVSSRAD
AAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNEFYPKDINV
KWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLT
KDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

224

P1AF4674 LC
LTBR cargas

(sustituto 2+1
murino)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOQOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKR
ADAAPTVSIFPPSSRKLTSGGASVVCEFLNNFYPKDI
NVKWKIDGSERONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLT
LTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

225

P1AF4674 HC DD-
LTBR cargas
(sustituto 2+1
murino)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVE
GYFPEPVTVIWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSS
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

SVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRDC
GCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTC
VVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQIN
STFRSVSELPIMHQODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIE
KTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMI
TNEFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYF
VYSDLNVOKSNWEAGNTEFTCSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPG

226

P1AF4674 LC
LTBR cruzado
(sustituto 2+1
murino)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAW
YOOKPGOAPRLLIIGASTRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGQVIPPTFGQOGTKVEIK
SSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTV
PSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDC

227

P1AE5929 HC
(IgG1 hu PG LALA)

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTEFSSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGOGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

228

P1AE5929 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

229

P1AF7213 HC
(IgG1 hu PG LALA)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISW
VROAPGOGLEWMGGIIPIHGTANYAQKFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARPSYYLDGWLD
YWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

230

P1AF7213 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNK
NYLAWYQOKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRESGSG
SGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCSQYYTTHYTEFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

231

P1AE9452 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAAGFTEFSSYPMTW
VROAPGKGLEWVSLISPSGATTYYADSVKGREFTISR
DTSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKNHYPDDVIIK
NYYEFYGVDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

232

P1AE9452 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOOKPGKAPKSLIYAASSLQOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFANYYCQQTHTIPYSFGQGTNLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

233

P1AE9450 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTVSSYVMKW
FROAPGKGLEWVSSISGSGGRPFYADSVKGREFTISR
DNSKNALYLOMNSLRAEDTAVYYCANDMDVWGQGTT
VIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKAL
GAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSP

234

P1AE9450 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSEFLKWY
QOKPGKAPTLLIYAASALQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNTYPLTFGGGTKVDIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

235

P1AE9459 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSP

236

P1AE9459 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKR
TVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

237

P1AF0080 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESYYAMTW
VROAPGKGLEWIGVINSGGGTYYTDSVKGREFTMSRD
NSKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKASTADVWGQGT
TVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS
SVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSP

238

P1AF0080 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGISNYLSWY
QOKPGKAPKRLIFAASSLESGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNSYSLTFGGGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

239

P1AF0064 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLOQOYGAELGKPGTSVKLSCKVSGYNIGNTYIHW
VIQRPGKGLEWIGRIDPTNGNTICTEKFKNKATLTA
DLSSNTAYMOLSQLKSDDTAIYFCAPTTLTTPDSFA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

240

P1AF0064 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSQLSASVGDRVTLSCKASONIYKYLNWY
QOOKLGEAPRLLIYSTNILQTGIPSRESGSGSGTDYT
LTISSLOPEDAATYFCQKYYSGFTFGSGTKLEMKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

241

P1AF0079 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLLESGGALVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSVITGSSSSIDYADSVKGREFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGGSGVWSIST
DEFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSP

242

P1AF0079 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSEFLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWY
QOOKPGKAPKHLIYAASSLHSGVPSREFSGSGSGAYFET
LTITSLOPEDFATYYCQQOSHSTPPTFGPGTKVDIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

243

P1AE9457 HC
(IgG1 hu PG LALA)

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSNYAMTW
VROAPGKGLEWVSEISGSGGSTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDDDGAYGDTM
DVWGQGTTVITVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFELEPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSP

244

P1AE9457 LC
(IgG1 hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASQDISNYLNWY
QOOKPGKAPKLLIYAASALQSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQHYKSYPYTFGQOGTKVEIRR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

245

P1AE1873
(CBE11) HC (IgG1
hu PG LALA)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESDYYMYW
FROAPGKGLEWVATISDGGSYTYYPDSVKGREFTISR
DNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCAREENGNEYYFED
YWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

246

P1AE1873
(CBE11) LC (IgG1
hu PG LALA)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKAGQDIKSYLSWY
QOKPGKAPKLLIYYATRLADGVPSREFSGSGSGTDYT
LTISSLOPEDFATYYCLQHGESPWTFGGGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREA
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

247

agotador Fc kh NC
avi B (P1AA0981)
(cadena botdn)

GLNDIFEAQKIEWHEDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGEYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

248

agotador Fc kh NC
avi B P1AA0981)
(cadena ojal)

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGKSGGLNDIFEAQKIEWHE

249

linfotoxina a1p2
humana
monocatenaria avi
his (P1AE1235)

KPAAHLIGDPSKONSLLWRANTDRAFLODGESLSNN
SLLVPTSGIYFVYSQVVESGKAYSPKATSSPLYLAH
EVOLFSSQYPFHVPLLSSQKMVYPGLOEPWLHSMYH
GAAFQLTQGDQLSTHTDGIPHLVLSPSTVEFEFGAFAL
GGSGLPAAHLIGAPLKGQGLGWETTKEQAFLTSGTQ
FSDAEGLALPQODGLYYLYCLVGYRGRAPPGGGDPQG
RSVTLRSSLYRAGGAYGPGTPELLLEGAETVTPVLD
PARRQGYGPLWYTSVGEFGGLVQLRRGERVYVNISHP
DMVDFARGKTFFGAVMVGGSGLPAAHLIGAPLKGQG
LGWETTKEQAFLTSGTQFSDAEGLALPQODGLYYLYC
LVGYRGRAPPGGGDPQGRSVTLRSSLYRAGGAYGPG
TPELLLEGAETVTPVLDPARRQGYGPLWYTSVGFEGG
LVOQLRRGERVYVNISHPDMVDFARGKTFFGAVMVGG
SGLNDIFEAQKIEWHEGGHHHHHH

250

linfotoxina a1p2
murina
monocatenaria avi
his (P1LAE1236)

KPAAHLVGYPSKONSLLWRASTDRAFLRHGEFSLSNN
SLLIPTSGLYFVYSQVVEFSGESCSPRAIPTPIYLAH
EVOLFSSQYPFHVPLLSAQKSVYPGLOGPWVRSMYQ
GAVFLLSKGDQLSTHTDGISHLHFSPSSVFFGAFAL
GGSGLPAAHLIGAWMSGQGLSWEASQEEAFLRSGAQ
FSPTHGLALPQDGVYYLYCHVGYRGRTPPAGRSRAR
SLTLRSALYRAGGAYGRGSPELLLEGAETVTPVVDP
IGYGSLWYTSVGFGGLAQLRSGERVYVNISHPDMVD
YRRGKTFFGAVMVGGSGLPAAHLIGAWMSGQGLSWE
ASQEEAFLRSGAQFSPTHGLALPODGVYYLYCHVGY
RGRTPPAGRSRARSLTLRSALYRAGGAYGRGSPELL
LEGAETVTPVVDPIGYGSLWYTSVGFGGLAQLRSGE
RVYVNISHPDMVDYRRGKTFFGAVMVGGSGLNDIFE
AQKIEWHEGGHHHHHH

251

fusion Fc DEC
LTBRhu
monomerico (S28-
M227) avi
biotinilado
(P1AE2835)
(cadena boton)

SQPQAVPPYASENQTCRDQEKEYYEPQHRICCSRCP
PGTYVSAKCSRIRDTVCATCAENSYNEHWNYLTICQ
LCRPCDPVMGLEEIAPCTSKRKTQCRCQPGMEFCAAW
ALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCK
AGHFONTSSPSARCQPHTRCENQGLVEAAPGTAQSD
TTCKNPLEPLPPEMSGTMLMASGSDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
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SEQ ID

NO: Nombre Secuencia
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKS
GGLNDIFEAQKIEWHE

252 fusion Fc DEC DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

LTBRhu PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
monomeérico (S28- | EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
M227) avi PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
biotinilado LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
(P1AE2835) DGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNRFE
(cadena ojal) TOKSLSLSPGK

253 SQPQLVPPYRIENQTCWDQDKEYYEPMHDVCCSRCP
PGEFVFAVCSRSQDTVCKTCPHNSYNEHWNHLSTCQ
LCRPCDIVLGFEEVAPCTSDRKAECRCQPGMSCVYL

fusion Fc DEC DNECVHCEEERLVLCQPGTEAEVTDEIMDTDVNCVP
LTBRmu CKPGHFQONTSSPRARCQPHTRCEIQGLVEAAPGTSY
monomeérico (S28- | SDTICKNPPEPGAMLLASGSDKTHTCPPCPAPELLG
L223) avi GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
biotinilado VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
(P1AE4410) LHQODWLNGKEYK
(cadena botdn) CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGLNDIFEAQKIEWHE
254 fusion Fc DEC DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
LTBRmu PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
monomeérico (S28- | EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
L223) avi PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
biotinilado LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
(P1AE4410) DGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNRF
(cadena ojal) TOKSLSLSPGK
255 SQPQVVPPYGSENQTCRDQEKEYYEPRHRICCSRCP
PGTYVSAKCSRSRDTVCATCAENSYNEHWNYLTICQ
fusion Ec LCRPCDPVMGLEEIAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAW
ectodominio ALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCK
AGHFQNTSSPSARCQPHTRCEDQGLVEAAPGTAQSD
LTBRcpr TTCRNPSESLPPEMSGTMLMASGSDKTHTCPPCPAP
monomeqco(828- ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
MZZj)aw EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
biotinilado VLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
(PlAE4411X GQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD
(cadena boton) IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKS
GGLNDIFEAQKIEWHE
256 fusion Fc DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
ectodominio PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
LTBRcyno EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL

monomeérico (S28-
M227) avi

PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS




186

SEQ ,ID Nombre Secuencia
NO:
biotinilado DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNRFE
(P1AE4411) TQKSLSLSPGK
(cadena ojal)
257 QTCRDQEKEYYEPQHRICCSRCPPGTYVSAKCSRIR
DTVCATCAENSYNEHWNYLTICQLCRPCDPVMGLEE
fusion Fc LTbR IAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAWALECTHCELLSDC
humano N-terminal | PPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCKAGHFQNTSSPSAR
monomérico (DEC | COQPHTRCENQGLVEAAPGTAQSDTTCKASGSDKTHT
longitud completa) | CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
IgG1 hu kih HRYF | VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
avi STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
(P1AE1217)(caden | KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLV
a boton) KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGKSGGLNDIFEAQKIEWHE
258 EBK“‘FikaR. | DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
wnano,_qenmna PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
monomerico (DEC | oo o vN sy RyvSVLTVLEODWLNGKEYKCKVSNKAL
Iongnudcpnuﬂeun PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
gﬁ?ltu;hhl4RYF LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRF
(PlAElZl?)(caden TOKSLSLSPGK
a ojal)
259 Etiqueta Avi GLNDIFEAQKIEWHE
260 SQPQAVPPYASENQTCRDQEKEYYEPQHRICCSRCP
PGTYVSAKCSRIRDTVCATCAENSYNEHWNYLTICQ
fusion Fc DEC LCRPCDPVMGLEEIAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAW
LTBR humano ALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCK
(S28-M227) AGHFQONTSSPSARCQPHTRCENQGLVEAAPGTAQSD
extendido Ny C TTCKNPLEPLPPEMSGTMLMASGSDKTHTCPPCPAP
terminal - natural ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
HRYF - Avi - His EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
biotinilado VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
261(P1AE7979)(ca | GQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD
dena botén) IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKS
GGLNDIFEAQKIEWHEGGHHHHHH
261 fusion Fc DEC
LTBR humano DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
(S28-M227) PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
extendido Ny C EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKAL
terminal - natural PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
HRYF - Avi - His LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
biotinilado DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRFE
(P1AE7979)(caden | TOKSLSLSPGK
a ojal)
262 fusion Fc LTbR QTCRDQEKEYYEPRHRICCSRCPPGTYVSAKCSRSR

cyno N-terminal

monomeérico (DEC
longitud completa)
IgG1 hu kih HRYF

DTVCATCAENSYNEHWNYLTICQLCRPCDPVMGLEE
IAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAWALECTHCELLSDC
PPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCKAGHFONTSSPSAR
COQPHTRCEDQGLVEAAPGTAQSDTTCRASGSDKTHT
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

avi
(P1AE2656)(caden
a botdén)

CPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLV
KGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGKSGGLNDIFEAQKIEWHE

263

fusion Fc LTbR
cyno N-terminal
monomeérico (DEC
longitud completa)
IgG1 hu kih HRYF
avi
(P1AE2656)(caden
a ojal)

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVS
LSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNRF
TOKSLSLSPGK

264

FAP humana — Avi
— His biotinilado
(P1AA5347)

RPSRVHNSEENTMRALTLKDILNGTEFSYKTFEFPNWI
SGQEYLHQOSADNNIVLYNIETGOSYTILSNRTMKSV
NASNYGLSPDRQFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYD
LSNGEFVRGNELPRPIQYLCWSPVGSKLAYVYQNNI
YLKQRPGDPPFQITEFNGRENKIFNGIPDWVYEEEML
ATKYALWWSPNGKEFLAYAEENDTDIPVIAYSYYGDE
QYPRTINIPYPKAGAKNPVVRIFIIDTTYPAYVGPQ
EVPVPAMIASSDYYEFSWLTWVTDERVCLOQWLKRVQON
VSVLSICDFREDWQTWDCPKTQEHIEESRTGWAGGE
FVSTPVESYDAISYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVEN
ATQITSGKWEAINIFRVTQDSLEYSSNEFEEYPGRR
NIYRISIGSYPPSKKCVTCHLRKERCQYYTASESDY
AKYYALVCYGPGIPISTLHDGRTDQEIKILEENKEL
ENALKNIQLPKEEIKKLEVDEITLWYKMILPPQFDR
SKKYPLLIQVYGGPCSQSVRSVFAVNWISYLASKEG
MVIALVDGRGTAFQGDKLLYAVYRKLGVYEVEDQIT
AVRKFIEMGFIDEKRIAIWGWSYGGYVSSLALASGT
GLFKCGIAVAPVSSWEYYASVYTERFMGLPTKDDNL
EHYKNSTVMARAEYFRNVDYLLIHGTADDNVHEQNS
AQIAKALVNAQVDEFQAMWYSDONHGLSGLSTNHLYT
HMTHFLKQCFSLSVDEQLYFQGGSGLNDIFEAQKIE
WHEARAHHHHHH

265

FAP murina — Avi —
His biotinilado
(P1AD9907)

RPSRVYKPEGNTKRALTLKDILNGTESYKTYEFPNWI
SEQEYLHQSEDDNIVEYNIETRESYIILSNSTMKSV
NATDYGLSPDRQFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYD
LONGEFVRGYELPRPIQYLCWSPVGSKLAYVYQNNI
YLKORPGDPPFQITYTGRENRIFNGIPDWVYEEEML
ATKYALWWSPDGKEFLAYVEEFNDSDIPIIAYSYYGDG
QYPRTINIPYPKAGAKNPVVRVFIVDTTYPHHVGPM
EVPVPEMIASSDYYFSWLTWVSSERVCLOWLKRVQON
VSVLSICDFREDWHAWECPKNQEHVEESRTGWAGGE
FVSTPAFSQDATSYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVEN
ATIQITSGKWEAIYIFRVTQDSLEFYSSNEFEGYPGRR
NIYRISIGNSPPSKKCVTCHLRKERCQYYTASFESYK
AKYYALVCYGPGLPISTLHDGRTDQEIQVLEENKEL
ENSLRNIQLPKVEIKKLKDGGLTEFWYKMILPPQFDR
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SEQ ID

NO: Nombre Secuencia
SKKYPLLIQVYGGPCSQSVKSVFAVNWITYLASKEG
IVIALVDGRGTAFQGDKFLHAVYRKLGVYEVEDQLT
AVRKFIEMGFIDEERIAIWGWSYGGYVSSLALASGT
GLFKCGIAVAPVSSWEYYASIYSERFMGLPTKDDNL
EHYKNSTVMARAEYFRNVDYLLIHGTADDNVHFQNS
AQIAKALVNAQVDFQAMWYSDQNHGILSGRSQONHLY
THMTHFLKQCFSLSDVDEQLYFQGGSGLNDIFEAQK
IEWHEARAHHHHHH

266 parche CDR-H2 IPIFG

LTBR (5929)

267 HUJH5.HFc-DO3 CTT GGG CCC TTG GTA CTT GCT GAG GAG
ACG GTG ACC AGG G

268 HUJH6.HFc-Do3 CTT GGG CCC TTG GTA CTT GCT GAG GAG
ACG GTG ACC GTG G

269 BcPCR FHLC lide | ACA GAG GAA GCT TGC CGC CAC CAT GGA

r.fw (TG) - CAT GAG GGT CCC CGC
270 HuCK.Do.2AA TGA AGA CAG ATG GTG CAG CCA CAG
271 WTRat.VH.FW11 SAR GTV MAG CTG VWG SAG TCW GGR SS
272 WTRat.VH.FW12 SAG GTG MAG CTS SWG SAR WCW GGR SS
273 WTRat.VH.FW13 SAR GTK MAR CTG SWG SAG TCW GGR SS
274 WTRat.VH.FW14 SMG GTG MAG CTK SWK SAG TCW GGW SS
275 WTRat.VH.FW15 AGG TKM MKC TGA WRS ART CWG GMS ST
276 WTRat.VH.FW16 SAG GTR MAG CTG VWR SAG TCW GGR SV
277 WTRat.VH.FW17 AGG TGC AGC TDV WRS AGW CWG GRS SW
278 682.rev do GGGAAGATGAAGACAGATG
279 WTRat.VK.FW1 GRYRTYSWGWTGACMCARDCTCCDB
280 WTRat.VK.FW?2 GMTRTTGTKMTSAMNCARDCWCCAB
281 \2NTRat.CKappa.Do gacgggtgaggatgatgtcttatgaacaa
282 FAP de ratéon UniProt no. P97321
283 Dominio CH1 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
284 Extremo C terminal | EPKSC
conector CH1

285 Variante D extremo | EPKSCD
C terminal conector
CH1

286 Variante S extremo | EPKSCS
C terminal conector
CH1

287 Bisagra completa DKTHTCPXCP donde X es S o P

288 Bisagra media HTCPXCP donde X es S o P

289 Bisagra corta CPXCP donde X es S o P

290 Dominio CH2 APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQESTYRWSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

291 Dominio CH3 GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD

IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTV
DKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

292

Fc 1gG1, alotipo
caucasico

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

293

Fc 1gG1, alotipo
afroamericano

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

294

Fc IgG2

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPP
CPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTER
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTIS
KTKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDISVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

295

Fc 1gG3

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYTCNVNHKPSNTKVDKRVELKTPLGDTT
HTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRC
PEPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFKWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTT
PPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNIFSCSVMHE
ALHNREFTQOKSLSLSPGK

296

Fc 1gG4

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPS
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTT
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYS
RLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
LGK
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SEQ ,ID Nombre Secuencia
NO:
297 LTBR ratéon Num. Acceso UniProt B2RRV3
Mus musculus MRLPRASSPC GLAWGPLLLG  LSGLLVASQP
QLVPPYRIEN  QTCWDQDKEY  YEPMHDVCCS
RCPPGEFVFA  VCSRSQDTVC  KTCPHNSYNE
HWNHLSTCQL  CRPCDIVLGF  EEVAPCTSDR
KAECRCQPGM  SCVYLDNECV  HCEEERLVLC
QPGTEAEVTD  EIMDTDVNCV  PCKPGHFQNT
SSPRARCQPH  TRCEIQGLVE  AAPGTSYSDT
ICKNPPEPGA  MLLLAILLSL  VLFLLEFTTVL
ACAWMRHPSI,  CRKLGTLLKR  HPEGEESPPC
PAPRADPHFP  DLAEPLLPMS GDLSPSPAGP
PTAPSLEEVV ~ LQQQSPLVQA  RELEAEPGEH
GQVAHGANGI HVTGGSVTVT  GNIYIYNGPV
LGGTRGPGDP PAPPEPPYPT PEEGAPGPSE
LSTPYQEDGK AWHLAETETL GCQDL
298 Conector peptidico | GGGGS
(G4S)
299 Conector peptidico | GGGGSGGGGS
(G4S),
300 Conector peptidico | SGGGGSGGGG
(SG4).
301 Conector peptidico | GGGGSGGGGSGGGG
G4(SG4),
302 Conector peptidico | GSPGSSSSGS
303 Conector peptidico | GGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)s
304 Conector peptidico | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)4
305 Conector peptidico | GSGSGSGS
306 Conector peptidico | GSGSGNGS
307 Conector peptidico | GGSGSGSG
308 Conector peptidico | GGSGSG
309 Conector peptidico | GGSG
310 Conector peptidico | GGSGNGSG
311 Conector peptidico | GGNGSGSG
312 Conector peptidico | GGNGSG
313 VH (PD-L1) EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHW
VRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISA
DTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGEFDYW
GQGTLVTVSS
314 VL (PD-L1) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY
QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIK
315 VH (PD-L1) EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWMSW
VRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKYYVDSVKGRFTISR
DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREGGWFGELAF
DYWGQGTLVTVSS
316 VL (PD-L1) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQRVSSSYLAW

YOOKPGOAPRLLIYDASSRATGIPDRESGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSLPWTFGQOGTKVEIK
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

317

rbHC.up

AAG CTT GCC ACC ATG GAG ACT GGG CTG
CGC TGG CTT C

318

P1AG5459 HC
KK+ LTBR con
cargas — FAP
cruzado (sustituto
2+1 murino)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGREFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV
EGYFPEPVIVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLS
SSVIVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRD
CGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQT
NSTFRSVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPI
EKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKQOMAKDKVSLTCM
ITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSY
FVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKS
LSHSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSWVRQAPGKGLE
WVSAIWASGEQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWLGNEDYWGQGTLVTVSSRA
DAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNEFYPKDIN
VKWKIDGSERONGVLNSWTDODSKDSTYSMSSTLTL
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

319

P1AG5459 LC
LTBR con cargas
(sustituto 2+1
murino)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKR
ADAAPTVSIFPPSSRKLTSGGASVVCELNNEFYPKDI
NVKWKIDGSERQONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLT
LTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

320

P1AG5459 HC DD-
LTBR con cargas
(sustituto 2+1
murino)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQOG
TMVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV
EGYFPEPVIVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQOSDLYTLS
SSVIVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRD
CGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQTI
NSTFRSVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPI
EKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCM
ITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSY
FVYSDLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKS
LSHSPG

321

P1AG5459 LC
LTBR cruzado
(sustituto 2+1
murino)

EIVLTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAW
YOOKPGOAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGQVIPPTFGQGTKVEIK
SSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTV
PSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDC

322

P1AG5461 HC
KK+ LTBR con
cargas — DP47
cruzado (sustituto
2+1 murino no

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGREFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV
EGYFPEPVIVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLS
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

dirigido)

SSVIVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRD
CGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQI
NSTFRSVSELPIMHQODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPI
EKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKOMAKDKVSLTCM
ITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSY
FVYSKLNVOKSNWEAGNTEFTCSVLHEGLHNHHTEKS
LSHSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGSEVQLLESGGG
LVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAISGSGGSTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGSGEDYWGQGTLVTVSSRAD
AAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNEFYPKDINV
KWKIDGSERQNGVLNSWITDQDSKDSTYSMSSTLTLT
KDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

323

P1AG5461 LC
LTBR con cargas
(sustituto 2+1
murino no dirigido)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKR
ADAAPTVSIFPPSSRKLTSGGASVVCELNNEYPKDI
NVKWKIDGSERQONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLT
LTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

324

P1AG5461 HC DD-
LTBR con cargas
(sustituto 2+1
murino no dirigido)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGREFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAATIYICAQGFAFTNWGQG
TMVTIVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV
EGYFPEPVIVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQOSDLYTLS
SSVIVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDEKIVPRD
CGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQI
NSTFRSVSELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPI
EKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCM
ITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSY
FVYSDLNVQKSNWEAGNTEFTCSVLHEGLHNHHTEKS
LSHSPG

325

P1AG5461 LC
DP47 cruzado
(sustituto 2+1
murino no dirigido)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAW
YOOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGQGTKVEIK
SSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFEP
EPVTVIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTV
PSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDC

326

P1AE1079(2+1)
boton HC LTBR
(CBE11) — VH FAP

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSDYYMYW
FROAPGKGLEWVATISDGGSYTYYPDSVKGRFTISR
DNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCAREENGNEYYFED
YWGOGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

EALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYAMS
WVRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFETIS
RDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYW
GQGTLVTVSS

327

P1AG1079(2 +1)
LC LTBR (CBE11)
2X

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKAGOQDIKSYLSWY
QOKPGKAPKLLIYYATRLADGVPSREFSGSGSGTDYT
LTISSLOPEDFATYYCLOQHGESPWTFGGGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

328

P1AG1079(2+1)
ojal HC LTBR
(CBE11) — VL FAP

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESDYYMYW
FROAPGKGLEWVATISDGGSYTYYPDSVKGRFTISR
DNAKNSLYLOMSSLRAEDTAVYYCAREENGNEYYFED
YWGOGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDE
LTKNQVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLA
WYQQKPGQAPRLLINVGSRRATGIPDREFSGSGSGTD
FTLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQGTKVEI
K

329

P1AH5884(1+1)
boton HC LTBR
(BHA10) cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVGINVAWY
OOKPGKAPKSLISSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYFCQQYDTYPFTFGOGTKVEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

330

P1AH5884(1 +1)
ojal HC FAP con
cargas

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VROAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGENYWG
OGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTK
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

NQVSLSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLVSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

331

P1AH5884(1 +1)
LC LTBR (BHA10)
cruzado

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFTTYYLHW
VROAPGOGLEWMGWIYPGNVHAQYNEKFKGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWEGEPYWGQ
GTTVTVSSASVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SEFNRGEC

332

P1AH5884(1 +1)
LC FAP con cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

333

P1AH5885(2+1)
botén HC LTBR
(BHA10) cruzado,
FAP con cargas

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVGINVAWY
QOOKPGKAPKSLISSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYFCQQYDTYPFTFGQOGTKVEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGL
VOPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWEGGEFNYWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

334

P1AH5885(2+1)
ojal HC LTBR
(BHA10) cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVGINVAWY
QOKPGKAPKSLISSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYFCQQYDTYPFTFGQGTKVEIKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

335

P1AH5885(2+1)
LC LTBR
(BHA10)(2x)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFTTYYLHW
VROAPGOGLEWMGWIYPGNVHAQYNEKFKGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWEGEPYWGQ
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

cruzado

GTTVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

336

P1AH5885(2+1)
LC FAP con cargas

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAW
YOOKPGOAPRLLINVGSRRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQQOGIMLPPTFGQOGTKVEIK
RTVAAPSVEFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

337

P1AH5886(2+1)
botén HC LTBR
(9459) cruzado,
FAP (212) con
cargas

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QQOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGQVQLVQSGAEV
KKPGASVKVSCKASGYTLTDYNMDWVRQAPGQGLEW
IGDIYPNTGGTIYNQKFKGRVTMTIDTSTSTVYMEL
SSLRSEDTAVYYCTRFRGIHYAMDYWGQGTTVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

338

P1AH5886(2+1)
ojal HC LTBR
(9459) cruzado

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWE
QOOKPGKAPKRLIFDASSLDSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNNYPLTFGGGTKVEMKS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

339

P1AH5886(2+1)
LCLTBR
(9459)(2x) cruzado

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYTMNW
VROAPGKGLEWVSGVAPSGDRTYYTDSVKGRFTISR
DNAKNTLDLOMTSLRAEDAAIYICAQGFAFTNWGQG
TMVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGEC

340

P1AH5886(2+1)
LC FAP (212) con

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDNYGLSE
INWFOOKPGQAPRLLIYGTSNRGSGIPAREFSGSGSG
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SEQ ID

NO: Nombre Secuencia
cargas TDFTLTISSLEPEDFAVYFCQQSNEVPYTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFEY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC
341 P1AH0119 HC QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTTYYLHW
(LTBR BHA10 VRQAPGQGLEWMGWIYPGNVHAQYNEKFKGRVTITA
IgG1 hu PG LALA) | DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWEGFPYWGQ
GTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG
342 P1AH0119 LC DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVGINVAWY
(LTBR BHA10 QQKPGKAPKSLISSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDFT
IgG1 hu PG LALA) | LTISSLQPEDFATYFCQQYDTYPFTFGQGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
343 CDR-H1 LTBR TYYLH
(BHA10)
344 CDR-H2 LTBR WIYPGNVHAQYNEKFKG
(BHA10)
345 CDR-H3 LTBR SWEGFPY
(BHA10)
346 CDR-L1 LTBR KASQNVGINVA
(BHA10)
347 CDR-L2 LTBR SASYRYS
(BHA10)
348 CDR-L3LTBR QQYDTYPFET
(BHA10)
349 VH LTBR (BHA10) | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTTYYLHW
VRQAPGQGLEWMGWIYPGNVHAQYNEKFKGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWEGFPYWGQ
GTTVTVSS
350 VL LTBR (BHA10) | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVGINVAWY
QQKPGKAPKSLISSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDFET
LTISSLQPEDFATYFCQQYDTYPFTFGQGTKVEIK
351 Region epitopica QCRCQPGMFCAAWALEC
(P1AE9459)

352 Region del epitopo | AWALECTHCELL
(P1AH0119)

353 Regidn epitépica 1 | QTCRDQEKEYYEPQHR
(P1AE1873)

354 Region epitopica 2 | SRIRDTVC
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SEQ ,ID Nombre Secuencia
NO:
(P1AE1873)
355 Reqion epitopica 1 | SYNEHWNYLTICQL
(P1AE1235)
356 Region epitépica 2 | WALECTHCELLSDCPPGT
(P1AE1235)
357 Ligera humana MEESVVRPSVEVVDGQTDIPFTRLGRSHRRQSCSVA
(NGm. Acceso RVGLGLLLLLMGAGLAVQGWFLLQLHWRLGEMVTRL
UniProt 043557) PDGPAGSWEQLIQERRSHEVNPAAHLTGANSSLTGS
GGPLLWETQLGLAFLRGLSYHDGALVVTKAGYYYIY
SKVQLGGVGCPLGLASTITHGLYKRTPRYPEELELL
VSQQSPCGRATSSSRVWWDSSFLGGVVHLEAGEKVV
VRVLDERLVRLRDGTRSYFGAFMV
358 Ligera humana DGPAGSWEQLIQERRSHEVNPAAHLTGANSSLTGSG
(74-240) GPLLWETQLGLAFLRGLSYHDGALVVTKAGYYYIYS
KVQLGGVGCPLGLASTITHGLYKRTPRYPEELELLV
SQQSPCGRATSSSRVWWDSSFLGGVVHLEAGEKVVV
RVLDERLVRLRDGTRSYFGAFMV
359 DEC LTBR SQPQAVPPYASENQTCRDQEKEYYEPQHRICCSRCP
humano (S28- PGTYVSAKCSRIRDTVCATCAENSYNEHWNYLTICQ
M227) LCRPCDPVMGLEEIAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAW
ALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCK
AGHFQONTSSPSARCQPHTRCENQGLVEAAPGTAQSD
TTCKNPLEPLPPEMSGTMLM
360 DEC LTBR murino | SQPQLVPPYRIENQTCWDQDKEYYEPMHDVCCSRCP
(S28-L223) PGEFVFAVCSRSQDTVCKTCPHNSYNEHWNHLSTCQ
LCRPCDIVLGFEEVAPCTSDRKAECRCQPGMSCVYL
DNECVHCEEERLVLCQPGTEAEVTDEIMDTDVNCVP
CKPGHFQONTSSPRARCQPHTRCEIQGLVEAAPGTSY
SDTICKNPPEPGAMLL
361 DEC LTBR SQPQVVPPYGSENQTCRDQEKEYYEPRHRICCSRCP
cynomolgus (S28- | PGTYVSAKCSRSRDTVCATCAENSYNEHWNYLTICQ
M227) LCRPCDPVMGLEEIAPCTSKRKTQCRCQPGMFCAAW
ALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGKGNNHCVPCK
AGHFQONTSSPSARCQPHTRCEDQGLVEAAPGTAQSD
TTCRNPSESLPPEMSGTMLM

Los siguientes parrafos numerados (parr) son aspectos de la invencion:

1.  Una molécula de unién a antigeno biespecifica, que comprende

(@) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a la proteina

de activacion de fibroblastos (FAP),

(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente al receptor
de linfotoxina beta (LTBR), y

(c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que

comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién

de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora.
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2. La molécula de unién a antigeno biespecifica del parrafo 1, en la que la molécula
de unién a antigeno biespecifica activa LTBR al unirse a FAP.

3. La molécula de unién a antigeno biespecifica de los parrafos 1 0 2, en la que la
molécula de unién a antigeno biespecifica comprende un tercer dominio de uniéon a
antigeno gue se une especificamente a LTBR.

4. La molécula de union a antigeno biespecifica del parrafo 3, en la que el tercer
dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR es idéntico al
segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR.

5.  La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 4, en la que el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP es un fragmento Fab.

6. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 5, en la que el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende

()  una regién variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una regién
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, y una regién variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:8, o

(i)  una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende una CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:19, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y una region variable de la
cadena ligera (V.FAP) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:22, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:24.

7.  Lamolécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 6, en la que el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a

FAP comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende
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una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:9, y una region variable de la cadena ligera (V.FAP) que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, o comprende una regién variable de la
cadena pesada (VuFAP) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:25, y una regién variable de la cadena ligera (V.FAP) que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

8.  La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 7, en la que el primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
FAP comprende una regién variable de cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y una region variable de cadena ligera
(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:10 o comprende
una region variable de cadena pesada (VuFAP) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 y una region variable de cadena ligera (V.FAP) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

9. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 8, en la que el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende

() una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la

cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de



10

15

20

25

30

35

200

aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

(iv) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (VLLTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(v) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una regioén variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72, o
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(vii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
amino4cidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:87 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:88.

10. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 9, en la que el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende

()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregion variable de la cadena pesada (Vi1 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(i)  una regioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(iv) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(v) unaregién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,
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(vi) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74,

(vii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(viii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(ix) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

11. La molécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los péarrafos 1
a 10, en la que el segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a
LTBR comprende

()  unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregion variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o

(i) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50.

12. La molécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los péarrafos 1
a 11, que comprende

(@ un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a FAP, que
comprende una region variable de la cadena pesada (VuFAP) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una regién variable de la cadena ligera
(VLFAP) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, y

(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a LTBR
que comprende una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena

ligera (VL LTBR) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34.
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13. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 12, en la que el dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad es
un dominio Fc de IgG, en particular un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4 y
en la que el dominio Fc comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que
reducen la afinidad de unién del anticuerpo a un receptor Fc y/o la funcién efectora.

14. La molécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los péarrafos 1
a 13, en la que la region Fc es de la subclase de IgG1 humana con las mutaciones
aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

15. La molécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los péarrafos 1
a 14, que comprende

(@ un primer fragmento Fab que se une especificamente a FAP,

(b) un segundo fragmento Fab que se une especificamente a LTBR, y

(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una 0 mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcién efectora.

16. La molécula de unién a antigeno biespecifica del parrafo 15, en la que el
segundo fragmento Fab que se une especificamente a LTBR es un fragmento Fab
cruzado.

17. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 14, que comprende

(@) un primer fragmento Fab que se une especificamente a FAP,

(b) un segundo y un tercer fragmento Fab que se unen especificamente a LTBR, y
(¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad y que
comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién
de la molécula de unién a antigeno a un receptor de Fc y/o la funcion efectora,

en la que el primer fragmento Fab que se une especificamente a FAP esté fusionado
en su extremo N al extremo C de una de las subunidades del dominio Fc y el segundo
y un tercer fragmento Fab que se unen especificamente a LTBR estan fusionados
cada uno en su extremo C al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc.

18. Un anticuerpo que se une especificamente a LTBR, en el que dicho anticuerpo
comprende

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR-H1) que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27, una CDR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29, y una region variable de la
cadena ligera (V. LTBR) que comprende una region determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:30, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:32, o

(i)  una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:40, o

(i)  una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48, o

(iv) una regién variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:54, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:55 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:56, o

(v) una regién variable de la cadena pesada (Vy LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO:59, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:60, y una CDR-H3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:61, y una region variable de la
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cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:62, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:63, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64, o

(vi) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:67, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:68 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:69, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:70, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:72, o

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:75, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:77, y una region variable de la
cadena ligera (VL LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:78, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:79 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:80, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (Vi LTBR) que comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:83, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:85, y una region variable de la
cadena ligera (VL. LTBR) que comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:86, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:87 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:88.

19. El anticuerpo del parrafo 18, en el que dicho anticuerpo comprende

(i) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, o

(i)  unaregidn variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)

qgue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42, o
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(i)  una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, o

(iv) unaregion variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:57 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, o

(v) unaregién variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:65 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:66,

(vi) unaregioén variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:73 y una region variable de la cadena ligera (VLLTBR)
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:74,

(vii) una regién variable de la cadena pesada (Vu LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:81 y una region variable de la cadena ligera (V. LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:82, o

(viii) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:89 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:90, o

(ix) una region variable de la cadena pesada (V4 LTBR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:97 y una region variable de la cadena ligera (VL LTBR)
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:98.

20. Uno o mas polinucledtidos aislados que codifican la molécula de unién a
antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1 a 17 o el anticuerpo de los
parrafos 18 o 19.

21. Un vector de expresion que comprende el uno o més polinucleétidos aislados del
parrafo 20.

22. Una célula huésped procariota o eucariota que comprende el uno o mas
polinucleétidos aislados del parrafo 20 o el vector de expresion del parrafo 21.

23. Un procedimiento para producir una molécula de union a antigeno biespecifica,
gue comprende las etapas de a) cultivar la célula huésped procariota o eucariota del
parrafo 22 en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de unién a
antigeno biespecifica y b) opcionalmente recuperar la molécula de unién a antigeno

biespecifica.
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24. Una composicion farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno
biespecifica de uno cualquiera de los péarrafos 1 a 17 o el anticuerpo de los parrafos 18
0 19 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25. La composicién farmacéutica del parrafo 24, que comprende ademas un agente
terapéutico adicional.

26. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 17, o la composicion farmacéutica del parrafo 24, para su uso como un
medicamento.

27. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 17, o la composicion farmacéutica del parrafo 24, para su uso en (a) inducir la
regulacion por incremento de ICAM en células endoteliales o fibroblastos asociados al
cancer, o (b) potenciar la adhesion de linfocitos T.

28. La molécula de unién a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1
a 17 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 24, para su uso en el
tratamiento del cancer.

29. La molécula de unién a antigeno biespecifica de acuerdo con uno cualquiera de
los péarrafos 1 a 17 o la composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 24 para
su uso en el tratamiento del cancer, en la que la molécula de unién a antigeno
biespecifica o la composicidon farmacéutica es para su administracion en combinacion
con un agente quimioterdpico, radiacion y/ u otros agentes para su uso en la
inmunoterapia contra el cancer.

30. La molécula de unién a antigeno biespecifica de acuerdo con uno cualquiera de
los péarrafos 1 a 17 o la composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 24 para
su uso en el tratamiento del cancer, en la que la molécula de unién a antigeno
biespecifica es para su administracion en combinacién con un agente que bloquea la
interaccion PD-L1/PD-1.

31. Uso de la molécula de union a antigeno biespecifica de uno cualquiera de los
parrafos 1 a 17 o la composicion farmacéutica del parrafo 24, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

32. Un procedimiento para tratar un individuo que tiene cancer que comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz de la molécula de union a antigeno
biespecifica de uno cualquiera de los parrafos 1 a 17 o la composicion farmacéutica

del parrafo 24.

EJEMPLOS
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Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencion. Se
entiende que otros diversos modos de realizacion pueden ponerse en practica, en
funcion de la descripcion general proporcionada anteriormente.

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandares para manipular el ADN como se describe en
Sambrook y col, Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor
Laboratory press, Cold spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos de biologia
molecular se usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Informacion
general relacionada con las secuencias de nucleétidos de las cadenas pesadas y
ligeras de las inmunoglobulinas humanas se proporciona en: Kabat, E.A. y col, (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Ed., publicacién de NIH n.°
91-3242.

Secuenciacion de ADN

Las secuencias de ADN se determinaron mediante secuenciacion bicatenaria.

Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados se generaron mediante PCR usando moldes
adecuados o se sintetizaron a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR
mediante sintesis génica automatizada. En los casos en los que no habia disponible
una secuencia génica exacta, se disefiaron cebadores de oligonucleétidos basado en
secuencias de los homélogos mas cercanos y los genes se aislaron mediante RT-PCR
a partir de ARN originado del tejido adecuado. Los segmentos génicos flanqueados
por sitios de escisién de endonucleasa de restriccion singular se clonaron en vectores
de clonacion/secuenciacion estandar. EI ADN de plasmido se purificé a partir de
bacterias transformadas y la concentracion se determiné mediante espectroscopia UV.
La secuencia de ADN de los fragmentos génicos subclonados se confirmé mediante
secuenciaciéon de ADN. Se disefiaron segmentos génicos con sitios de restriccion
adecuados para permitir la subclonacién en los vectores de expresion respectivos.
Todas las construcciones se disefiaron con una secuencia de ADN en el extremo 5
gue codifica un péptido lider que actla sobre las proteinas para su secrecion en
células eucariotas.

Purificacién de proteinas

Las proteinas se purificaron a partir de los sobrenadantes del cultivo celular filtrados
en referencia a los protocolos estandares. En resumen, los anticuerpos se aplicaron a
una columna de sefarosa de proteina A (MabSelect™ SuRe™, Cytiva) y se lavaron

con PBS. La elucion de anticuerpos se logr6 a pH 2,8 seguido de la inmediata
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neutralizacion de la muestra. La proteina agregada se separdé de los anticuerpos
monoméricos mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) (HiLoad®
16/600 Superdex® S200, Cytiva) en PBS o en histidina 20 mM, NaCl 150 mM pH 6,0.
Las fracciones de anticuerpos monoméricos se combinaron, se concentraron (en caso
de ser necesario) usando, por ejemplo, un concentrador centrifugo MILLIPORE
Amicon Ultra (MWCO 30), se congelaron y se almacenaron a -20 °C o -80 °C. Parte de
las muestras se proporcionaron para su analisis proteico posterior y caracterizacion
analitica, por ejemplo, mediante SDS-PAGE, CE-SDS, cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC) o espectrometria de masas.

SDS-PAGE

El sistema en gel NUPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) se usO de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En particular, se usaron geles NUPAGE® Novex® Bis-
TRIS Pre-Cast al 10 % o 4-12 % (pH 6,4) y un tampdn de corrida NUPAGE® MES
(geles reducidos, con aditivo antioxidante de tampdn de corrida NUPAGE®) o MOPS
(geles no reducidos).

CE-SDS

La pureza, la integridad del anticuerpo y el peso molecular de los anticuerpos
biespecifico y de control se analizaron mediante CE-SDS usando tecnhologia
microfluida Labchip® (Caliper Life Science, Estados Unidos). Se prepararon 5 ul de
solucion proteica para el analisis de CE-SDS usando el kit de reactivos HT Protein
Express de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se analizaron en un sistema
de caracterizacién de proteinas LabChip® GXII Touch™ usando un Chip HT Protein
Express. Los datos se analizaron usando el programa informético LabChip® GX
version 3.0.618.0.

Cromatografia analitica de exclusién por tamafio

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para la determinacion de la
agregacion y el estado oligomérico de los anticuerpos se realiz6 mediante
cromatografia HPLC. En resumen, se aplicaron anticuerpos purificados con proteina A
a una columna Tosoh (por ejemplo, TSKgel® G3000 SWx) en NaCl 300 mM,
KH2PO4/K2HPO4 50 mM, pH 7,5 en un sistema Agilent HPLC 1100 o a una columna
Superdex 200 (GE Healthcare) en 2 x PBS en un sistema de HPLC Dionex. La
proteina eluida se cuantificé mediante absorbancia UV e integracion de las areas de
pico. El estandar de filtracion en gel BioRad 151-1901 sirvié como un estandar.
Ejemplo 1

Generacion de anticuerpos anti-LTBR
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1.1 Proteinas utilizadas para la presentacién en fagos y la inmunizacién para
generar anticuerpos anti-LTBR

Para la generacién de anticuerpos anti-LTBR mediante presentacion en fagos e
inmunizacién, se generaron receptores de linfotoxina 8 y linfotoxina a1B2 de diferentes
especies, asi como proteinas herramienta, como proteinas recombinantes solubles.
Estas se biotinilaron y se usaron como antigenos receptores de linfotoxina £
biotinilados y etiquetados con Fc en la presentacion en fagos e inmundgenos para
inmunizaciones, se us6 un fragmento de Fc biotinilado (agotador de Fc) como agente
de preaclaramiento para evitar los aglutinantes de Fc en la presentacion en fagos, y se
usaron ligandos de linfotoxina o132 monocatanerios biotinilados y etiquetados con his
para la competencia durante la presentacion en fagos y la caracterizacion posterior. La
Tabla 1 proporciona una visibn general sobre estas proteinas y sus respectivos
identificadores, sus estructuras se muestran esquematicamente en las Figuras 1A a
1G.

Tabla 1: Receptores solubles recombinantes, ligandos y proteinas herramientas

usados para la presentacién en fagos y la inmunizacion

Identificador SEQ ID NO. Proteina soluble recombinante
247, 248 Agotador de Fc kh NC avi

P1AAQ981 (Cadena boton y ojal) biotinilado

P1AE1235 249 Linfotoxina a182 monocatenaria

humana avi his
Linfotoxina a1B2 monocatenaria
murina avi his
fusién Fc DEC LTBRhu

P1AE1236 250

251, 252 (Cadena botén

P1AE2835 ojal) monomeérico (S28-M227) avi
yol biotinilado
. fusion Fc DEC LTBR murino
P1AE4410 253, 254 (%"?‘gl)e”a botn monomérico (S28-L223)
y ol avi biotinilado
fusién Fc DEC LTBR
P1AE4411 255, 256 (ngena boton | cynomolgus monomérico (S28-
y ojal) M227)
avi biotinilado
. fusion Fc LTBR N-terminal
P1AE1217 257, 258 (Cadena boton monomérico (DEC longitud

y ojal) completa) IgG1 hu kih HRYF avi

Todas las proteinas solubles recombinantes enumeradas en la Tabla 1 se prepararon
mediante evitria usando su sistema de vectores patentado con técnicas de clonacion
convencionales (no basadas en PCR) y usando células CHO K1 adaptadas en

suspension (recibidas originalmente de ATCC y adaptadas al crecimiento libre de
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suero en cultivo en suspension en evitria). Para la produccion, evitria usé sus medios
patentados, libres de componentes animales y libres de suero (eviGrow y eviMake2) y
su reactivo de transfeccion patentado (eviFect). Para la biotinilacion in vivo, se fusioné
una etiqueta avi (GLNDIFEAQKIEWHE, SEQ ID NO:259) a los extremos C de estas
construcciones (en el caso de P1AA0981 también al extremo N de la cadena pesada
de boton) que permitié la biotinilacién especifica tras la expresion conjunta con la
biotina ligasa BirA. Los sobrenadantes se cosecharon mediante centrifugacion y
posterior filtracion (filtro de 0,2 ym) y las proteinas se purificaron a partir del
sobrenadante cosechado mediante procedimientos estandares.

Las proteinas etiquetadas con Fc se purificaron mediante cromatografia de afinidad
con proteina A (Proteina A MabSelect™ SuRe™, Cytiva) y cromatografia preparativa
de exclusion por tamafio (SEC) (HiLoad® 16/600 Superdex® S200, Cytiva), mientras
gue las proteinas etiquetadas con his se purificaron mediante cromatografia de
afinidad con etiqueta his cOmplete seguida de cromatografia de exclusién por tamafio
(SEC) preparativa (HiLoad® 26/60 S200), todo ello de acuerdo con los procedimientos
estandar y las instrucciones del fabricante. La pureza de las proteinas purificadas se
determiné mediante cromatografia de exclusion por tamafo analitica (por ejemplo,
TSKgel® G3000 SWx.) y CE-SDS (por ejemplo, Caliper LabChip® GXIl).

1.2 Proteinas adicionales usadas para el cribado y la caracterizacion de los
anticuerpos IgG anti-LTBR y los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
Para el cribado y la caracterizacion de los anticuerpos generados por presentacion en
fagos e inmunizacion, se han expresado y purificado, o se han adquirido
comercialmente, otros receptores solubles de linfotoxina beta, ligandos (LIGHT
humano) y dianas del estroma tumoral (FAP humana y murina). Ademas, se han
adquirido receptores de linfotoxina 3 comerciales y se biotinilaron in vitro. La Tabla 2 y
las Figuras 2A a 2F proporcionan una vision general sobre estas proteinas y sus
respectivos identificadores.

Tabla 2: Receptores solubles recombinantes adicionales, ligandos y dianas del

estroma tumoral

Identificador SEQ ID NO: Proteina soluble recombinante
LTBR dimérico humano -Fc biotinilado
P1AE2401 - (comprado a R&D Systems (7538-LR) y

posteriormente biotinilado)
DEC LTBR humano (S28-M227)
P1AE7979 260, 261 Extendido con N y C terminales
wt kih HRYF - Avi - His biotinilado
fusion Fc LTbR cynomolgus monomérico N
terminal

P1AE2656 262, 263
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(DEC de longitud completa)

IgG1 humana kih HRYP avi biotinilado
Homodimero LTBR-Fc dimérico murino
conectado por enlace disulfuro biotinilado
(comprado a R&D Systems (1008-LR) y
posteriormente biotinilado)

LIGHT humano
(comprado a R&D Systems (664-Li)

P1AA5347 264 FAP humana — Avi — His biotinilado
P1AD9907 265 FAP murina — Avi — His biotinilado

P1AE2655 -

1.3 Generacion de Fab anti-LTBR (fragmento de uniébn a antigeno) mediante
presentacién en fagos
1.3.1 Seleccidn y cribado de Fab anti-LTBR

Los Fab anti-LTBR se seleccionaron mediante presentacién en fagos a partir de

colecciones de Fab sintéticos basado en marcos totalmente humanos con diversidad
de secuencias en las CDR3 de los dominios VL (3 longitudes diferentes) y VH (6
longitudes diferentes).

Las rondas de seleccion (ciclos de seleccién por afinidad) se realizaron en solucion de
acuerdo con el siguiente protocolo: 1. preaclaramiento de ~10'? particulas de
fagémidos por conjunto de colecciones en placas de 96 pocillos recubiertas con
neutravidina y recubiertas con 500 nM de un fragmento Fc humano no biotinilado, 2.
incubacién de las particulas de fagémidos que se unen al fragmento Fc no humano en
el sobrenadante con el ligando de linfotoxina y el receptor LTBR biotinilado (véase la
Tabla 3) durante 0,5 h en un volumen total de 0,8 ml, 3. captura del receptor LTBR
biotinilado y especificamente el fago de union mediante la adicion de 80 pl de
particulas magnéticas recubiertas de estreptavidina durante 20 min, 4. lavado de las
respectivas particulas magnéticas 5-10x con 0,8 ml de PBS/Tween 20 y 5-10x con 0,8
ml de PBS usando un separador de particulas magnéticas, 5. elucion de las particulas
de fago mediante la adicion de 0,8 ml de glicina 10 mM pH 2 durante 5 min, seguido
de 0,8 ml de trietilamina (TEA) 100 mM durante 5 min y posterior neutralizacion
mediante la adicibn de un volumen 1/2 de Tris/HClI 1 M pH 7,4, 6. reinfeccion de
células de E. coli TG1 en fase logaritmica con las particulas de fago eluidas, infeccion
con el fago auxiliar VCSM13, incubacion en un agitador a 30 °C durante la noche y
posterior precipitaciéon con PEG/NaCl de las particulas de fagémidos que se van a usar
en la siguiente ronda de seleccion.

Las selecciones se llevaron a cabo en 4 rondas usando concentraciones decrecientes

de antigeno. Los ligandos y receptores de linfotoxinas humanas y murinas se
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alternaron entre las rondas de seleccién para obtener anticuerpos humanos y de raton
LTBR con reactividad cruzada que no compitan con los ligandos naturales. Debido a la
alta homologia de secuencia entre los ectodominios de LTBR humanos y de
cynomolgus, se asumio que también se generarian anticuerpos anti-LTBR humanos y
de cynomolgus con reactividad cruzada. La Tabla 3 resume qué proteinas se han
usado para el preaclaramiento, la competencia de ligando y la seleccién durante la
campafa de seleccidn por presentacion en fagos para LTBR para obtener anticuerpos
especificos de LTBR humanos y murinos que no compiten con el ligando.

Tabla 3: Campafia de seleccién mediante presentacion en fagos para la
seleccion de anticuerpos especificos de LTBR humanos y murinos que no
compiten con el ligando

ronda de proteina de ligando de receptor LTBR para la
seleccion preaclaramiento linfotoxina para la seleccion
competencia
500 nM de agotador | 300 nM de 100 nM de fusién Fc
de Fc humano linfotoxina a1p2 DEC de LTBR humano
ronda 1 biotinilado kh NC avi | humana monomeérico (S28-
B (P1AA0981) monocatenaria avi | M227) avi biotinilado
his (P1AE1235) (P1AE2835)
500 nM de agotador | 300 nM de 50 nM de fusién Fc
de Fc humano linfotoxina a1p2 DEC de LTBR murino
ronda 2 biotinilado kh NC avi | murina monomeérico (S28-
B (P1AA0981) monocatenaria avi | L223) avi biotinilado
his (P1AE1236) (P1AE4410)
500 nM de agotador | 300 nM de 25 nM de fusion Fc
de Fc humano linfotoxina a1B2 DEC de LTBR humano
ronda 3 biotinilado kh NC avi | humana monomérico (S28-
B (P1AA0981) monocatenaria avi | M227) avi biotinilado
his (P1AE1235) (P1AE2835)
500 nM de agotador | 300 nM de 10 nM de fusién Fc
de Fc humano linfotoxina a1p2 DEC de LTBR murino
ronda 4 biotinilado kh NC avi | murina monomerico (S28-
B (P1AA0981) monocatenaria avi | L223) avi biotinilado
his (P1AE1236) (P1AE4410)

1.3.2 ELISA de tipo sandwich para identificar los Fab con reactividad cruzada de LTBR

humanos v de ratén obtenidos mediante presentacion en fagos

Los clones individuales se expresaron bacteriolégicamente como cultivos de 1 ml en
formato de 96 pocillos y los sobrenadantes se sometieron a cribado por ELISA. Los
aglutinantes especificos se definieron como aquellos que tenian sefiales mayores a 5
veces la sefial de fondo para fusion Fc DEC de LTBRhu monomérico (S28-M227) avi
biotinilado (P1AE2835) asi como para fusion Fc DEC de LTBRmu (S28-L223) avi
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biotinilado (P1LAE4410) y ninguna sefial significativa para el agotador de Fc kh NC avi
B (P1AA0981).

De manera mas precisa, las placas de 96 pocillos en tiras con neutravidina (Thermo
Fisher) se recubrieron con 100 nM de proteinas biotiniladas a 37 °C durante 30 min,
seguido de bloqueo de la placa con MPBS (solucion salina tamponada con fosfato y
leche en polvo) al 2 % (200 pl/pocillo) durante 1 h a temperatura ambiente. La placa se
lavé 3 veces con PBS, a continuacion se afadieron sobrenadantes bacterianos que
contenian Fab y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h. Después de
otras 3 etapas de lavado con PBS, se afiadi6 el anticuerpo secundario anti-FLAG-HRP
(1:4000) (Sigma) y se incubo la placa en un agitador durante 1 h a temperatura
ambiente. La placa se lavé 3 veces con PBS y se revel6 mediante la adicion de BM
Blue POD (Roche) a 100 pl/pocillo. La reaccion enzimética se detuvo mediante la
adicion de H,SO4 1 M a 50 pl/pocillo. La DO se leyé a 450 nm (referencia a 900 nm)
para una lectura final de ODuaso-000. LOS aglutinantes especificos de ELISA se
sometieron a la conversién a formato IgG para su posterior caracterizacion por SPR,
como se describe a continuacion.

El clon Fab seleccionado FAPItbr.P218.076 cumplia los criterios de unién especifica a
LTBR humano y murino (Figura 3). Posteriormente se convirtié en un formato de IgG1
humana para su posterior caracterizacion (P1AE5929 después de la conversion a
IgG). A pesar de la estrategia de seleccién, compite con los ligandos naturales
linfotoxina a1B2 y LIGHT (véase Tabla 5y Figuras 4 y 5, respectivamente). Debido a
su alta afinidad de 2 nM puede ser posible que este anticuerpo desplazara al ligando
durante la seleccion.

1.4 Generacion de anticuerpos mediante la inmunizaciéon de conejos y ratas con
proteina

Para la inmunizacion, se utilizaron ratas CD obtenidas de Charles River Laboratories
International, Inc. asi como conejos transgénicos patentados por Roche que
comprendian un locus de inmunoglobulina humana, tal como se informa en los
documentos WO 2000/46251, WO 2002/12437, WO 2005/007696, WO 2006/047367,
US 2007/0033661 y WO 2008/027986. Los animales se alojaron de acuerdo con el
apéndice A “Directrices para el alojamiento y cuidado de los animales” en una
instalacion para animales acreditada por la AAALAC. Todos los protocolos y
experimentos de inmunizacion en animales se aprobaron por el Gobierno de Alta
Bavaria (nUmero de permiso 55.2-1-54- 2531-66-16 y 55.2-1-54-2532-90-14) y se
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realizaron de acuerdo con la German Animal Welfare Act y la Directiva 2010/63 del
Parlamento y el Consejo europeos.

Se uso fusion Fc LTBR N-terminal monomérico (DEC de longitud completa) IgG1 hu
kih HRYF avi (PLAE1217) para la inmunizacion de 3 conejos transgénicos. Cada
conejo se inmunizé inicialmente por via intradérmica con 400 pg de la proteina,
seguido de inyecciones alternas intramusculares y subcutaneas de 200 pg de la
proteina en los dias 7, 14, 42, 70 y 98. Se us06 una mezcla de agonistas de TLR como
adyuvante para cada inmunizacion. Se tomaron muestras de sangre después de la
tercera, cuarta, quinta y sexta inmunizacion (a los 5-7 dias después de la
inmunizacién) y se usaron como fuente de linfocitos B especificos del antigeno. Los
titulos especificos del antigeno se monitorearon durante el periodo de inmunizacién
mediante el andlisis ELISA de las muestras de suero.

Las ratas CD (n=4) se inmunizaron con el mismo inmundgeno, es decir, fusién Fc
LTBR humano monomérico recombinante N-terminal (ECD de longitud completa) IgG1
hu kih HRYF avi (P1AE1217). Para la inmunizacion inicial, se emulsionaron 40 ug del
inmundégeno con adyuvante de Freund incompleto (IFA) y un agonista de TLR y se
inyect6 una mitad de la mezcla por via subcutanea (distribuida en varios puntos de
inyeccion), mientras que la otra mitad se administré por via intraperitoneal. Después
de seis semanas, se administr6 una inmunizacion de refuerzo de la misma manera,
excepto por el uso de IFA, que se sustituyd por PBS. Cuatro dias después de la
segunda inmunizacién, se extrajo sangre y se us6 como fuente de linfocitos B

especificos del antigeno.

1.4.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

La sangre total con EDTA se diluyé dos veces con PBS 1x (Pan Biotech, Aidenbach,
Alemania) antes de la centrifugacién por densidad usando Lympholyte de mamifero
(Cedarlane Laboratories, Burlington, Ontario, Canada) de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Las PBMC se lavaron dos veces con PBS 1x.

1.4.2 Procedimiento de clonacién de linfocitos B de conejo

Disminucién de células: Se usaron placas estériles de 6 pocillos (de grado de cultivo

celular) cubiertas con una monocapa confluente de células CHO o sin cubrir, para
agotar los linfocitos de unién inespecifica, asi como los macréfagos/monocitos a través
de adhesion inespecifica al plastico. Cada pocillo se llené al maximo con 4 ml de

medio y hasta 6x 10°® PBMC y se dejé que se unieran durante 1 h a 37 °C en la
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incubadora. Las células del sobrenadante (linfocitos de sangre periférica (PBL)) se
usaron para la etapa de ciclos de seleccion de antigenos.

Enriquecimiento de linfocitos B en LTBR humano y de cynomolgus: Se sembraron

placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos cubiertas con una monocapa de células CHO
positivas para LTBR humano o de cynomolgus o recubiertas con la proteina de fusion
Fc-LTBR humano recombinante con hasta 6x 10° PBL por 4 ml de medio y se dejaron
unirse durante 1 h a 37 °C en la incubadora. Las células no adherentes se eliminaron
lavando cuidadosamente los pocillos 1-2 veces con 1x PBS. Las células adherentes
restantes se separaron con tripsina durante 10 min a 37 °C en la incubadora. La
tripsinacion se detuvo con medio EL-4 B5. Las células se mantuvieron en hielo hasta
la tincion por inmunofluorescencia.

Tincién por_inmunofluorescencia y citometria de flujo: Se us6 anti-IgG FITC (Abcam,

Cambridge, Reino Unido) para la separacion de células individuales. Para la tincion de
la superficie, las células de la etapa de disminucion y enriquecimiento se incubaron
con el anticuerpo anti-IgG FITC en PBS y se incubaron durante 45 min en la oscuridad
a 4 °C. Después de la tincién, las PBMC se lavaron dos veces con PBS helada. Por
ultimo, las PBMC se resuspendieron en PBS helada y se sometieron de inmediato a
los andlisis FACS. Se afiadi6é yoduro de propidio en una concentracion de 5 pg/mL (BD
Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.) antes de los analisis FACS para discriminar
entre células vivas y muertas. Se utiliz6 un FACSAria de Becton Dickinson equipado
con un ordenador y el programa informéatico FACSDiva (BD Biosciences, EE. UU.)
para la separaciéon de células individuales.

Cultivo _de linfocitos B: El cultivo de los linfocitos B se preparé mediante un

procedimiento similar al descrito por Lightwood y col (J Immunol Methods, 2006, 316:
133-143). En resumen, se incubaron linfocitos B de conejo separados individualmente
en placas de 96 pocillos con 200 pl/pocillo de medio EL-4 B5 que contenia células de
Pansorbin (1:100 000) (Calbiochem (Merck), Darmstadt, Alemania), una mezcla de
citoquinas (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Alemania) combinada con PMA (Sigma,
Darmstadt, Alemania) de acuerdo con el documento WO/2018/122147 y células de
timoma murino EL-4-B5 irradiadas con rayos gamma (5 x 10%/pocillo) durante 7 dias a
37 °C en una atmésfera de 5 % de CO: en la incubadora. Los sobrenadantes del
cultivo de linfocitos B se retiraron para el cribado y las células restantes se cosecharon
de inmediato y se congelaron a -80 °C en 100 pl de tampdén RLT (Qiagen, Hilden,

Alemania).
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El medio EL-4 B5 consiste en RPMI 1640 (Pan Biotech, Aidenbach, Alemania)
complementado con FCS al 10 %, HEPES 10 mM (PAN Biotech, Aidenbach,
Alemania), glutamina 2 mM, solucién de penicilina/estreptomicina al 1 % (PAA,
Pasching, Austria), piruvato de sodio 2 mM y B-mercaptoetanol 0,05 mM (Gibco,
Paisley, Escocia).

Amplificacion por PCR de los dominios V de conejo: El ARN total se prepar6 a partir de

lisado de linfocitos B (resuspendido en tampon RLT - Qiagen - Cat. N° 79216) usando
el kit de ARN NucleoSpin 8/96 (Macherey&Nagel; 740709.4, 740698) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. El ARN se eluy6é con 60 pl de agua libre de ARNasa. Se
utilizaron 6 pl de ARN para generar ADNc mediante una reaccion de retrotranscriptasa
usando la supermezcla Superscript Il First-Strand Synthesis (Invitrogen 18080-400) y
un cebador de oligo-dT de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todas las
etapas se realizaron en un sistema Hamilton ML Star. Se utilizaron 4 pl de ADNc para
amplificar las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas (VH y VL) con la supermezcla AccuPrime (Invitrogen 12344-040) en
un volumen final de 50 pl usando los cebadores rbHC.up (SEQ ID NO:317),
HUJH5.HFc-DO3 (SEQ ID NO:267) y HUJH6.HFc-DO3 (SEQ ID NO:268) para la
cadena pesada y BcPCR_FHLC lider.fw (TG) (SEQ ID NO:269) y HuCK.Do.2 AA
(SEQ ID NO:para la cadena ligera de linfocitos B de conejo transgénicos. Todos los
cebadores directos eran especificos para el péptido sefial (de VH y VL,
respectivamente) mientras que los cebadores inversos eran especificos para las
regiones marco o constantes (de VH y VL, respectivamente). Las condiciones de PCR
para la VH y VL fueron como sigue: Arranque en caliente a 94 °C durante 5 min; 35
ciclosde 20sa 94 °C, 20 s a 70 °C, 45 s a 68 °C y una extension final a 68 °C durante
7 min. Se cargaron 8 pl de 50 pl de solucién de PCR en un 48 E-Gel 2 % (Invitrogen
G8008-02). Las reacciones de PCR positivas se limpiaron usando el kit NucleoSpin
Extract Il (Macherey&Nagel; 740609250) de acuerdo con el protocolo del fabricante y
se eluyeron con 75 pl de tampén de elucion. Todas las etapas de limpieza se
realizaron en un sistema Hamilton ML Starlet.

1.4.3 Procedimiento de clonacién de linfocitos B de rata

Disminucién de células: En una primera etapa, se utilizaron placas estériles de 6

pocillos (de grado de cultivo celular) para agotar los linfocitos de unién inespecifica, asi
como los macrofagos/monocitos por adhesién inespecifica al plastico. Cada pocillo se
llen6é al maximo con 4 ml de medio y hasta 6x 10° PBMC y se dej6é que se unieran

durante 1 h a 37 °C en la incubadora. Las células del sobrenadante (linfocitos de
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sangre periférica (PBL)) se usaron para una segunda etapa de disminucion. Para ello,
se utilizaron placas de 6 pocillos cubiertas con anti-CD4 de rata (BD Biosciences, San
José, EE. UU.) y anti-IgM de rata (Biorad, Hércules, EE. UU.) para agotar las células
adheridas como se describio anteriormente.

Tincion por inmunofluorescencia y citometria de flujo: Para la tincién de superficie, las

células procedentes de las etapas de disminucion se incubaron con los anticuerpos
anti-lgG1 de rata, anti-lgG2a de rata, anti-lgG2b de rata (todos FITC), anti-cadena
ligera kappa (PE) y anti-CD8a de rata (Alexa Fluor 647) (todos de BD Bioscience, San
José, EE.UU.) en PBS y se incubaron durante 45 min en la oscuridad a 4 °C.
Posteriormente, las PBMC se lavaron dos veces con PBS fria. Por ultimo, las PBMC
se resuspendieron en PBS helada y se sometieron de inmediato a los andlisis FACS.
Se afiadi6é yoduro de propidio en una concentracién de 5 pg/mL (BD Pharmingen, San
Diego, CA, EE. UU.) antes de los andlisis FACS para discriminar entre células vivas y
muertas. Después de la separacion negativa de las células CD8a*, las células
doblemente positivas para IgG y cadena ligera kappa se separaron como células
individuales. Se utiliz6 un FACSAria de Becton Dickinson equipado con un ordenador y

el programa informatico FACSDiva (BD Biosciences, EE.UU.) para la separacion.

Cultivo _de linfocitos B: El cultivo de los linfocitos B se preparé mediante un
procedimiento similar al descrito por Lightwood y col (J Immunol Methods, 2006, 316:
133-143). En resumen, se incubaron linfocitos B de rata separados individualmente en
placas de 96 pocillos con 200 pl/pocillo de medio EL-4 B5 que contenia células de
Pansorbin (1:100 000) (Calbiochem (Merck), Darmstadt, Alemania), una mezcla de
citoquinas combinada con PMA de acuerdo con el documento W0O2018/122147 en
concentraciones adaptadas y células de timoma murino EL-4-B5 irradiadas con rayos
gamma (5 x 10%/pocillo) durante 12 dias a 37 °C en una atmoésfera de 5 % de CO- en
la incubadora. Los sobrenadantes del cultivo de linfocitos B se retiraron para el cribado
y las células restantes se cosecharon de inmediato y se congelaron a -80 °C en 100 pl
de tampén RLT (Qiagen, Hilden, Alemania).

Amplificacion por PCR de los dominios V de rata: EI ARN total se prepar6 a partir de

lisado de linfocitos B (resuspendido en tampo6n RLT - Qiagen - Cat. N° 79216) usando
el kit de ARN NucleoSpin 8/96 (Macherey&Nagel; 740709.4, 740698) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. El ARN se eluyé con 60 pl de agua libre de ARNasa. Se
utilizaron 6 pl de ARN para generar ADNc mediante una reaccién de retrotranscriptasa
usando la supermezcla Superscript Il First-Strand Synthesis (Invitrogen 18080-400) y

un cebador de oligo-dT de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todas las
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etapas se realizaron en un sistema Hamilton ML Star. Se utilizaron 4 ul de ADNc para
amplificar las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas (VH y VL) con la supermezcla AccuPrime (Invitrogen 12344-040) en
un volumen final de 50 ul usando una mezcla de cebadores directos consistentes en
WTRat.VH.FW11 a WTRat.VH. FW17 (SEQ ID NO:271 a 277) con 682.rev do (SEQ ID
NO:278) como cebador inverso para amplificar los dominios VH y WTRat.VK.FW1
(SEQ ID NO:279) y WTRat.VK.FW2 (SEQ ID NO:280) con WTRat.CKappa.Do2 (SEQ
ID NO:281) como cebador inverso para amplificar los dominios VL. Las condiciones de
PCR para la amplificacion de los dominios VH fueron como sigue: Arranque en
caliente a 94 °C durante 4 min; 35 ciclos de 20sa 94 °C,20sa 57 °C,45sa68°Cy
una extension final a 68 °C durante 5 min. Las condiciones de PCR para la
amplificacion de los dominios VH fueron como sigue: Arranque en caliente a 94 °C
durante 4 min; 35 ciclos de 20 s a 94 °C, 20 s a 56 °C, 45 s a 68 °C y una extension
final a 68 °C durante 5 min. Las reacciones de PCR positivas se limpiaron usando el kit
NucleoSpin Extract Il (Macherey&Nagel; 740609250) de acuerdo con el protocolo del

fabricante y se eluyeron con 75 pl de tampdn de elucion.

1.4.4 Expresion de anticuerpos monoclonales anti-LTBR

Generacion de vectores recombinantes para la expresion de anticuerpos

monoclonales: Para la expresién recombinante de anticuerpos monoclonales

bivalentes de conejo, los productos de la PCR que codifican la VH o la VL se clonaron
como ADNc en vectores de expresion mediante el procedimiento de clonacién en
saliente (RS Haun y col, Biotechniques (1992) 13, 515-518; MZ Li y col, Nature
Methods (2007) 4, 251-256). Los vectores de expresion contenian un casete de
expresion que consiste en un promotor CMV 5' que incluye el intron A, y una
secuencia de poliadenilacion BGH 3'. Ademas del casete de expresion, los plasmidos
contenian un origen de replicacion derivado de pUC18 y un gen de betalactamasa que
conferia resistencia a la ampicilina para la amplificacion del plasmido en E. coli. Se
utilizaron tres variantes del plasmido bésico: Un plasmido que contenia la region
constante de IgG de conejo disefiada para aceptar la regiébn VH de conejos
inmunizados con ADN, un plasmido que contenia la region constante de IgG humana
con una mutacion PG LALA diseflada para aceptar las regiones VH de conejos
inmunizados con proteinas y un plasmido que contenia la regién constante LC kappa

humana para aceptar las regiones VL.
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Los plasmidos de expresién linealizados que codifican la region constante kappa o
gamma y los insertos VL /VH se amplificaron mediante PCR usando cebadores
superpuestos. Los productos de PCR purificados se incubaron con la ADN-polimerasa
T4, que generd salientes de una sola hebra. La reaccion se detuvo mediante la adiciéon
de dCTP. En la siguiente etapa, el plasmido y el inserto se combinaron y se incubaron
con recA, que indujo la recombinacion especifica del sitio. Los plasmidos
recombinados se transformaron en E. coli. Al dia siguiente, se recogieron las colonias
crecidas y se sometié a prueba si el plasmido recombinado era el correcto mediante la
preparacion del plasmido y la secuenciacion del ADN. Por el contrario de los
plasmidos que codifican las secuencias de anticuerpos de conejo, los genes de las
secuencias de anticuerpos de rata se han sintetizado en TWIST Bioscience.

Para la expresion de los anticuerpos, los plasmidos HC y LC aislados se co-
transfectaron de forma transitoria en células HEK293 y los sobrenadantes se
cosecharon después de 1 semana.

Expresién transitoria _de las 1gG: Los anticuerpos se produjeron en células Expi293F

transfectadas de forma transitoria (linea celular de rifion embrionario humano derivada
de 293) cultivadas en medio Expi293 (Invitrogen Corp.). Para la transfeccién, se utilizé
el reactivo de transfeccién ExpiFectamine 293 a base de lipidos (Invitrogen Corp). Los
anticuerpos se expresaron a partir de plasmidos de expresiéon individuales para las
cadenas ligeras y pesadas de IgG. Las transfecciones se ejecutaron de la manera
especificada en las instrucciones del fabricante. Los sobrenadantes de cultivos
celulares que contenian la proteina recombinante se cosecharon seis dias después de
la transfeccion. Los sobrenadantes se almacenaron a temperatura reducida (por
ejemplo, -80 °C) hasta la purificacion. Se proporciona informaciéon general sobre la
expresion recombinante de inmunoglobulinas humanas en, por ejemplo, células
HEK293 en: Meissner, P. y col, Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203. Las IgG
resultantes de la inmunizacion de conejos que se seleccionaron para su posterior
caracterizacion fueron P1AE9452, P1AE9450, P1AE9459, P1AF0080, P1AF0079 y
P1AE9457, asi como P1AE5929 a partir de presentacion en fagos. La IgG resultante
de la inmunizacién de ratas que se seleccioné para su posterior caracterizacion fue
P1AF0064.

1.5 Uni6n de anticuerpos IgG a LTBR humano, de cynomolgus y murino medida
por ELISA

Las placas recubiertas de estreptavidina Nunc (MicroCoat #11974998001) se

recubrieron con 25 pl/pocillo de dominio extracelular LTBR humano, murino o de
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cynomolgus (P1AE2401, P1AE2655 y P1AE2656, respectivamente) fusionado a un
fragmento Fc de IgG1 humana a una concentracibn de 125ng/ml y se incubaron
durante la noche a 4°C. Después de lavar 3x90 pl/pocillo con tampon PBST (10x PBS,
Roche #11666789001 + Tween 20 al 0,1 %), se afiadieron 25 pl de anticuerpos anti-
LTBR en diluciones 1:3 empezando por una concentracién de 15 pug/ml y se incubaron
1 h a TA. Después del lavado (3x90 pl/pocillo con tampén PBST), se afiadieron
25ul/pocillo de anti kappa hu POD (Millipore, AP502P, 1:2000) y se incubaron a TA
durante 1 h. Después del lavado (6x90 pl/pocillo con tampdn PBST), se afiadieron 25
ul/pocillo de sustrato TMB (Roche, 11835033001). La medicién se realiz6 a 370/492
nm.

La unién bivalente de las 1gG anti-LTBR al dominio extracelular de LTBR humano, de
cynomolgus y murino se sometié a prueba mediante ELISA directo. Todas las IgG
muestran una fuerte unién al LTBR humano con una CEsp en el intervalo de 3 pM - 3
nM. La union a LTBR de cynomolgus es comparable para la mayoria de las 1gG. Las
excepciones son P1AE9452 (unién ~2 veces mas fuerte a LTBR de cynomolgus),
P1AF0079 (union ~1,7 veces mas fuerte a LTBR de cynomolgus) y no se observo
ninguna unién a LTBR de cynomolgus para P1AE1873, es decir, CBE11l. La unién a
LTBR de raton se detecta para PLAE9459, P1AF0080, P1AF0064 y P1AE5929, todos
con una union comparable a LTBR humano.

La Tabla 4 resume la union por ELISA de las IgG anti-LTBR a LTBR humano, de
cynomolgus y de ratén. Por el contrario a P1AE1873 (CBE1ll), todas las IgG
reaccionan de forma cruzada con LTBR de cynomolgus y un subconjunto también

reacciona de forma cruzada con LTBR de raton.

Tabla 4: Union de IgG anti-LTBR a LTBR humano, de cynomolgus y de ratén.

DEC LTBR DEC LTBR DEC LTBR murino
humano cynomolgus
ID muestra CEso rel u'nlpn CEso rel U'nI.On CEso rel uplpn
méaxima maxima méaxima
(nM) (DO) (nM) (DO) (nM) (DO)
P1AE9452! 0,238 3,2998 0,1299 3,4837 0,3956
P1AE9450? 3,8008 2,7733 4,0175 3,1757 0,2347
P1AE9459° 0,0600 3,0003 0,0367 3,5118 0,0497 2,9969
P1AF0080* 0,0885 2,8776 0,0937 3,2141 0,0715 3,0746
P1AF0064 0,0620 3,0795 0,0339 3,3973 0,0649 3,0542
P1AF0079 0,1396 2,9868 0,3084 2,9696 0,0971
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P1AE9457 0,1345 2,7515 0,1397 3,234 0,167
P1AES5929 0,0864 3,1347 0,0624 3,7559 0,1005 2,8561
P1AE1873 0,0028 3,2104 0,1258 0,1118

Hindica anticuerpos anti-LTBR que forman parte de anticuerpos biespecificos en la
Tabla 12.

1.6 ELISA que mide la competencia de ligandos para las IgG anti-LTBR con la
linfotoxina a1B2 humanay LIGHT humana

Las placas recubiertas de estreptavidina Nunc (MicroCoat #11974998001) se
recubrieron con 25 pl/pocillo de dominio extracelular de LTBR humano biotinilado
(P1AE2401) fusionado a un fragmento Fc de IgG1l humana a una concentracién de
125 ng/ml (500 ng/ml para la interacciéon LIGHT) durante la noche a 4°C. Después del
lavado 3x90 pl/pocillo con tampdén PBST (10x PBS, Roche #11666789001 + Tween 20
al 0,1 %), se afadieron 25 pl de anticuerpos anti-LTBR en diluciones 1:3 empezando
por una concentracién de 15 pg/ml y se incubaron 1 h a TA. Después del lavado 3x90
pl/pocillo con tampdén PBST (10x PBS, Roche #11666789001 + Tween 20 al 0,1 %), se
afiadieron 25 pul de ligando (linfotoxina humana a1p2 (P1AE1235) o LIGHT humana
etiquetada con His6 (R&D systems, 664-Li) a una concentraciéon de 250 ng/ml y 1000
ng/ml para LIGHT y se incubaron 1 h a TA. Después del lavado (3x90 pl/pocillo con
tampon PBST), se afadieron 25pl/pocillo de anti His6-POD (Bethyl # A190-114P, 1:10
000) y se incubaron a TA durante 1 h. Después del lavado (6x 90 pl/pocillo con tampon
PBST) se afadieron 25 pl/pocillo de sustrato TMB (Roche, 11835033001). La medicion
se realiz6 a 370/492 nm.

La inhibicién de la interaccién proteina-proteina entre el LTBR humano y los ligandos
humanos linfotoxina a1B2 y LIGHT se sometio a prueba en un ensayo ELISA de varias
etapas. Las siguientes IgG anti-LTBR muestran una fuerte inhibicion de la interaccion
LTBR-linfotoxina a1B2 con valores de Clsp entre ~20 pM y ~0,9 nM: P1AE9452,
P1AE9459, P1AF0064, P1AF0079, P1AE5929 y P1AE1873. P1AE9450 y P1AE9457
muestran una inhibicion detectable pero méas débil de la interaccion (no se calculd Clso,
véase la Figura 4). P1IAF0080 muestra un incremento de la sefial del ensayo con
concentraciones crecientes, lo que indica una estabilizacion de la interaccion LTBR-
linfotoxina a1B2. La Tabla 5 enumera los valores relativos de Clso (NM), asi como las

DO superiores e inferiores.

Tabla 5: Inhibicion de las interacciones LTBR-linfotoxina a1B82 y LTBR-LIGHT por
las IgG anti-LTBR
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interaccién linfotoxina a1B2 interaccion LIGHT humana
humana
rel. rel. rel. rel.
ID muestra Clsorel ajuste ajuste Clsorel ajuste ajuste
(nM) superior | inferior (nM) superior | inferior
(DO) (DO) (DO) (DO)
P1AE9452! 0,4741 |14 0,5 1,2 0,9
P1AE9450? 0,5 0,4
P1AE94593 0,1145 |15 0,1 1,3 0,4
P1AF0080* 0,9371 | 2,56 1,6 0,8857 1,2 0,8
P1AF0064 0,0815 | 1,7 0,1 0,6711 1,3 0,1
P1AF0079 0,4828 | 1,6 0,3 1,6063 1,3 0,3
P1AE9457 14 1,0 0,3672 1,30 0,9
P1AE5929 0,0770 | 1,7 0,1 0,8415 1,3 0,1
P1AE1873 0,0160 |15 0,4 0,0597 1,2 0,1

Mindica anticuerpos anti-LTBR que forman parte de anticuerpos biespecificos en la
Tabla 13.

La interaccion LTBR-LIGHT se sometié a prueba en un ensayo ELISA similar de varios
etapas. Todas las IgG anti-LTbR sometidas a prueba muestran una inhibicion
detectable de la interaccion, en general con valores de Clsp mayores en comparacion
con la inhibicion de la LTBR-linfotoxina a1p2 con el mismo compuesto (véase la
Figura 5). PLAF0080 muestra una inhibicién detectable de la interaccion LTBR-LIGHT
por el contrario a la interaccion LTBR-linfotoxina a1B2, que el compuesto parece
estabilizar.

1.7 Ensayo reportero HeLa NFxB luc

Para identificar anticuerpos agonistas anti-LTBR, se utilizaron células reporteras HelLa
NFxB para detectar la activacion de NFxB , que se encuentra corriente abajo de
muchos receptores, incluyendo TNFR y LTBR, ambos expresados endégenamente por
las células HelLa. Las células reporteras HeLa NF«B luciferasa se cultivaron en DMEM
Gibco 42430 + Glutamax al 1 % + FBS al 10 % + P/S al 1 % + 100 ug/mL de
higromicina B. Se incubaron con anticuerpos IgG anti-LTBR en una serie de titulacion
gue comenzaba en 15 pg/ml durante 6 h y se utilizé el kit de deteccidon de luciferasa
(ONE-glow, Promega, E6110) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
luminiscencia se detect6 como medida de la actividad de NFkB usando un lector
Spectra Max (Molecular Devices). Como control positivo se utilizé el anticuerpo 1gG
CBE11 (P1AE1873). Los anticuerpos se sometieron a prueba en ausencia o0 en

presencia de un anticuerpo de reticulacion anti-Fc humano (Fab anti-Fc humano
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caprino (Jackson immunoresearch 109-006-008)) usado a una concentracion fija de 88

pg/ml.
En detalle, se sembraron 25 000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos, de

fondo plano, con tratamiento de cultivo de tejidos, en medio completo de HelLa el dia 1.
El dia 2, se retir6 el medio y se afadieron los anticuerpos IgG anti-LTBR (+/-
anticuerpo de reticulacion) en 100 ul de medio completo y se incubaron durante 6 h.
Las placas se retiraron de la incubadora y se equilibraron a TA, como se hizo con el
reactivo ONE-glow. Se afadieron 100 pl/pocillo de reactivo ONE-glow y las soluciones
de prueba se transfirieron a una placa blanca antes de leer la luminiscencia usando un
lector de placas Spectra Max (Molecular Devices). Los resultados se han representado
en la Figura 6 y los datos se resumen en la

Tabla 6.
Tabla 6: Datos del ensayo reportero HeLa NF«kB luc para las IgG anti-LTBR con y
sin reticulacion

C [ng/ml] 15000 | 3750 9375 |2344 |58,59 14,64 | 3,66 0,91

CBE11 sin x 25901 | 30977 | 27885 | 29034 | 29317 | 26626 | 20 642 | 18 570
conector
CBEL11 con x 68 553 | 69859 | 67 201 | 67 656 | 63 207 | 56 572 | 50 895 | 38 962
conector
P1AE9452 sin 17504 | 17252 | 15683 | 13938 | 10694 | 10179 | 10 083 | 9332
X conector
P1AE9452 con | 25358 | 28296 | 30 272 | 28120 | 24179 | 23085 | 20 849 | 16 928
X conector
P1AE9450 sin 19101 | 17297 | 17911 | 18126 | 16 888 | 14 741 | 14400 | 14 135
X conector
P1AE9450 con | 23835 | 28860 | 30148 | 30492 | 24133 | 24593 | 20089 | 16 643
X conector
P1AE9459 sin 27720 | 25156 | 24148 | 23522 | 24689 | 25919 | 19 887 | 17 664
X conector
P1AE9459 con | 50329 | 45112 | 41638 | 40741 | 33930 | 30540 | 24921 | 21 385
X conector
P1AF0080 sin 17813 | 18480 | 18060 | 18 288 | 16 663 | 15484 | 16 580 | 14 018
X conector
P1AF0080 con | 45046 | 47133 | 38220 | 34097 | 32263 | 30047 | 25184 | 19 864
X conector
P1AF0064 sin 25975 | 25543 | 24517 | 26 942 | 24 355 | 23562 | 22 036 | 17 825
X conector
P1AF0064 con | 57689 | 53292 | 54 818 | 53932 | 46693 | 43298 | 38 697 | 33 528
X conector
P1AF0079 sin 13574 | 14751 | 15766 | 13106 | 11598 | 10825 | 10 722 | 10 671
X conector
P1AF0079 con | 22486 | 23125 | 24863 | 18169 | 16 378 | 12515 | 12 210 | 10 613
X conector
P1AE9457 sin 15640 | 15286 | 14923 | 14796 | 14054 | 13207 | 12283 | 13195
X conector
P1AE9457 con | 21506 | 23039 | 25444 | 21857 | 20872 | 17446 | 15264 | 13710
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C [ng/ml] 15000 | 3750 9375 |2344 |58,59 14,64 | 3,66 0,91
X conector
P1AE5929 sin 23006 | 23358 | 21339 | 22069 | 21342 | 19073 | 17525 | 16 105
X conector
P1AES5929 con | 47441 | 48500 | 44811 | 43164 | 37697 | 31712 | 27 081 | 23 537
X conector

1.8 Unién celular (FACS en células CHO con LTBR humano recombinante)

La unién a LTBR humano de superficie celular se determind mediante analisis FACS
en células CHO con LTBR humano recombinante a 4°C. Las células se separaron de
los matraces de cultivo celular mediante el tratamiento con acutasa y se centrifugaron
a 500 g durante 5 min, seguido de resuspension en medio de cultivo celular. A
continuacién, las células se transfirieron a placas PP de fondo en U y se incubaron con
anticuerpos 1gG anti-LTBR durante 1 hora a 4 °C en BSA/PBS al 1 %. Después de
lavados adicionales, los anticuerpos anti-LTBR unidos a las células se detectaron
usando anticuerpos policlonales anti-lgG humana acoplados a Alexa Fluor 488
(anticuerpo secundario F(ab")2-anti-Fc 1IgG humana caprina, Alexa Fluor 488, Cat No.
10120, Life Technologies). La fluorescencia unida a las células se midi6 en un
analizador celular BD FACSCanto™ Il usando los ajustes de filtro adecuados. Los
resultados se representan en la Figura 7 como mediana de los valores de
fluorescencia y los datos se resumen en la Tabla 7. Las IgG anti-LTBR se utilizaron en

una titulacion con etapas de dilucién de 3 veces comenzando a 20 pg/ml.

Tabla 7: Evaluacién de la unién a LTBR de la superficie celular para las IgG anti-

LTBR (representando la mediana de la intensidad de fluorescencia)

C CBE11 | P1AE9459 | P1AF0080 | P1AF0079 | P1AE9457 | P1AE5929
[Hg/ml]
20 | 49925 62 004 106 578 63573 87 016 51 024
6,6 | 50905 81630 67 392 54 718 102 798 60 490
22| 40762 86 534 50 343 64 284 101 098 56 505
0,73 | 27172 83 465 55 483 55 329 80 728 32 800
0,24 | 11809 43572 33 559 22 809 27 937 30 450
0,08 6517 22 000 17 181 9044 18 163 16 535
0,03 6233 6756 8969 8275 7162 14 926
0,01 | 3964 3749 5425 3383 3383 10 483
0,003 | 2345 1319 5440 1503 2444 9034
0,001 | 1025 1323 4064 853 2075 7095
0,0003 | 1323 1334 1816 689 1145 4811
0,0001 | 1086 841 1013 710 1262 4821
CESO 1 682 0,147 0,672 0,321 0,336 0,206
[Hg/ml]

1.9 Agrupamiento por epitopos de los anticuerpos IgG anti-LTBR
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Los agrupamientos de epitopos de los anticuerpos IgG anti-LTBR se caracterizaron
mediante un analisis de uniébn competitiva usando interferometria de bicapa (BLI) en
un sistema Octet (Molecular Devices LLC, USA). En resumen, la fusién Fc DEC LTBR
humano monomérico (S28-M227) avi biotinilado (P1AE2835) se capturé en sensores
de estreptavidina a una concentracion de 1 pg/ml en tampén HBSP. En una primera
etapa, se midid la union directa de los anticuerpos al antigeno capturado y se
determiné la sefial de asociaciéon para cada anticuerpo (“union directa por asociacion").
Solo se seleccionaron como anticuerpos primarios los aglutinantes estables con bajas
velocidades de disociacién. En una segunda etapa, se analizé la unién competitiva de
los anticuerpos IgG anti-LTBR contra el mismo conjunto de anticuerpos IgG anti-LTBR
"primarios". En resumen, el DEC LTBR humano biotinilado a una concentracién de 1
pug/ml en tampdén HBSP se captur6 en sensores de estreptavidina seguido de un breve
lavado por inmersién. El anticuerpo primario se unio al antigeno a una concentracion
de 10 pg/ml en tamp6n HBSP para saturar y bloquear su epitopo de unién ("anticuerpo
de asociacion 1"). En una etapa posterior, se analizé la union del segundo anticuerpo
(10 pg/ml, en tampdn HBSP) al complejo antigeno/anticuerpo primario ("anticuerpo de
asociacion 2"). Se obtuvo un valor de unién relativo para la unién del segundo
anticuerpo dividiendo la sefial de union (punto de informe a 120 s de la etapa
"anticuerpo de asociacion 2") del segundo anticuerpo por la sefial de unién (punto de
informe a 120 s de la etapa "unién directa por asociacion") de la union directa. Los
anticuerpos evaluados se agruparon en diversos agrupamientos de epitopos usando
los valores de unién relativos y una herramienta interna de agrupacién que utiliza
diversos algoritmos de agrupacion (por ejemplo, UPGMA, WPGMA o el procedimiento
de Ward). El mapa de calor de agrupamientos de epitopos resultante se representa en
la Figura 8 con los respectivos valores de union en porcentaje mostrados en la Tabla
8. Los datos de 8 IgG anti-LTBR seleccionadas sometidos al agrupamiento de
epitopos dieron como resultado la asignacion a cuatro agrupamientos de epitopos
diferentes 1, 3, 4 y 5 (véase la Tabla 9). PLAE9452 se encuentra en el mismo grupo
de epitopos 1 que CBE11 (P1AE1873).

Tabla 8: Unidn de anticuerpos secundarios en porcentaje segln se representa

en la matriz de agrupamiento de epitopos de los anticuerpos IgG anti-LTBR

anticuerpo primario anticuerpo secundario
P1AEl1 | P1AE9 | P1AE5 | P1AFO | P1AE9 | P1AE9 | P1AFO | P1AF
873 452 929 064 457 459 080 0079

P1AE1873 2,13 93,02 94,15 100,00 91,19 71,29 100,00 6,47
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P1AE9452 81,52 4,28 82,05 99,93 69,73 67,30 100,00 | 6,41
P1AE9457 88,15 96,74 93,33 100,00 5,80 5,86 35,63 5,57
P1AF0080 79,63 97,07 89,55 2,25 1,87 1,83 14,66 1,22
P1AE5929 83,96 93,77 2,70 3,13 100,00 58,06 100,00 | 3,72
P1AF0079 83,78 96,42 7,72 8,15 88,26 8,76 47,53 3,64
P1AF0064 93,72 100,00 3,88 2,44 94,12 2,83 15,91 3,00

Tabla 9: Agrupamiento por epitopos de los anticuerpos IgG anti-LTBR

IgG anti-LTBR Agrupamiento de epitopos
P1AE1873 1
P1AE5929
P1AE9452
P1AE9457
P1AE9459
P1AF0064
P1AF0079
P1AF0080

Wi Oo|F|~

1.10 Caracterizacion por SPR de los anticuerpos IgG anti-LTBR

Cinética de unién a LTBR humano, de cynomolgus y murino: La unién de las IgG anti-

LTbR a LTBR humano, de cynomolgus y murino se investigd mediante resonancia de
plasmones superficiales usando un instrumento Biacore T200 o Biacore 8K (Cytiva).
Todos los experimentos se ejecutaron a 25 °C usando HBS-P (Cytiva #BR-1006-71)
como tampdén de migracioén y dilucién. Se inmovilizé un anticuerpo especifico anti-lgG
humana PG LALA en un chip sensor CM5 de la serie S (GE Healthcare #29104988)
usando la quimica estandar de acoplamiento de aminas. Las IgG anti-LTBR se
capturaron en la superficie llevando a niveles de captura entre 10 y 100 RU. Se
inyectaron LTBR humano, de cynomolgus o murino (P1AE7979, P1AE4411 o
P1AE4410, respectivamente) durante 120 s con concentraciones de 3,7 a 300 nM
(serie de dilucién 1:3) en la superficie (fase de asociacién) a un caudal de 30 pl/min. La
fase de disociacion se monitoreé durante 600 s mediante un lavado con tampén de
migracion. La superficie se regenerd mediante la inyeccion de NaOH 10 mM durante
60 s a un caudal de 5 pl/min. Las diferencias totales del indice de refraccion se
corrigieron mediante sustraccion de la respuesta obtenida de una superficie de
referencia. Las inyecciones en blanco también se sustrajeron (doble referencia). Los
sensogramas registrados se ajustaron a un modelo de uniéon Langmuir 1:1 usando el
programa informatico BlAevaluation. Las constantes de velocidad de asociacion y
disociacion, asi como las afinidades respectivas (constante de disociacion de equilibrio

KD) se han resumido en la Tabla 10 a continuacion.
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cynomolgus y murino determinada mediante ELISA

IgG anti- | antigeno Ka (1/ms) Kd (1/s) KD (nM) | T1/2
LTBR (min)
LTBR hu 1,73E+05 5,26E-05 0,3 220
P1AE9452 LTBR cyno 1,60E+05 5,92E-05 0,4 195
LTBR mu ninguna/ unién muy débil
LTBR hu baja actividad/ninguna unién 1:1
P1AE9450 LTBR cyno baja actividad/ninguna unién 1:1
LTBR mu sin unién
LTBR hu 7,95E+05 2,17E-04 0,3 53
P1AE9459 LTBR cyno 6,41E+05 1,91E-04 0,3 61
LTBR mu 7,48E+05 7,95E-03 10,6 1
LTBR hu 6,46E+05 1,94E-03 3,0 6
P1AF0080 LTBR cyno 5,31E+05 1,88E-03 3,5 6
LTBR mu 6,33E+05 1,88E-02 29,7 1
LTBR hu 1,45E+06 6,75E-05 0,05 171
P1AF0064 LTBR cyno 1,19E+06 5,19E-05 0,04 223
LTBR mu 8,84E+05 3,67E-02 41,6 0,3
LTBR hu 7,94E+04 2,49E-03 31 5
P1AF0079 LTBR cyno 6,76E+04 2,47E-03 37 5
LTBR mu sin unién
LTBR hu 6,85E+04 6,36E-04 9 18
P1AE9457 LTBR cyno 6,79E+04 6,51E-04 10 18
LTBR mu sin unién
LTBR hu 2,55E+05 5,22E-04 2 22
P1AE5929 LTBR cyno 1,87E+05 5,97E-04 3 19
LTBR mu 3,82E+04 2,96E-03 77 19
LTBR hu 2,99E+05 1,76E-03 5,9 7
P1AF7213 LTBR cyno 2,42E+05 2,03E-03 8,4 6
LTBR mu 4,98E+04 7,39E-03 148,3 2
LTBR hu 4,89E+06 5,43E-03 1 2
I(DCIBAEEllf)73 LTBR cyno s?n un?c:m
LTBR mu Sin union

1.11 Reduccién de la hidrofobia del anticuerpo anti-LTBR P1AE5929

Como la 1gG anti-LTBR P1AE5929 presentd cierto grado de hidrofobia, se intent6
generar una variante mas hidrofila del mismo. Por tanto, se generé un modelo 3D de
los dominios V en P1AE5929 y se analiz6 la superficie en busca de parches
hidréfobos. Uno de dichos parches se identifico claramente en la punta de la CDR2 del
dominio VH, centrado alrededor de una isoleucina representada en negrita: IPIFG
(SEQ ID NO:266). Como algunos residuos hidréfobos en este bucle podrian ser
esenciales para la union al antigeno, se consideré esencial una sustitucion
conservadora y se introdujo una mutacion de fenilalanina (F) a histidina (H) para

conservar la fraccion aromatica pero siendo mas polar con una histidina en
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comparacion con una fenilalanina. Esta mutacion resolvio el parche hidr6fobo
mediante la introduccion de una histidina expuesta en la vecindad de dos isoleucinas y
dio como resultado el anticuerpo anti-LTBR P1AF7213 con hidrofobia reparada. La
hidrofobia aparente de P1AE5929, evaluada mediante cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC), pudo reducirse de 0,733 a 0,321 (tiempo de retencién relativo en
comparacion con los estdndares de hidrofobia) y el tiempo de retencion real disminuy6
de 41,1 min a 29,7 min en un gradiente HIC de 55 min para P1AF7213, conservando
al mismo tiempo afinidades comparables a LTBR humano, de cynomolgus y murino.
Ejemplo 2

Generacion de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

2.1 Generacion y produccion de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
Después de la generacion y caracterizacion de las 1IgG monoespecificas anti-LTBR
(Figura 9A), se han convertido varias 1gG agonistas preferentes anti-LTBR en
anticuerpos biespecificos dirigidos al estroma tumoral (es decir, dirigidos a FAP) 1+1
(monovalentes para LTBR) y 2+1 (bivalentes para LTBR). La generacién y preparacion
del clon 4B9 anti-FAP se divulga en el documento WO 2012/020006 A2, que se
incorpora en el presente documento como referencia.

Las ilustraciones esquematicas de las diferentes estructuras de anticuerpos
biespecificos realizadas se muestran en las Figuras 9B a 9E asi como en las Figuras
37B a 37E. La Tabla 11 resume los identificadores de las IgG anti-LTBR asi como los
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR 1+1 y 2+1 que se han generado sobre la
base de las secuencias del dominio V de las respectivas IgG y sus derivados

biespecificos resultantes.

Tabla 11: Identificadores de los anticuerpos anti-LTBR y sus derivados

biespecificos resultantes

Identificador identificador anticuerpo
identificador IgG | anticuerpo biespecifico : o P
141 biespecifico 2+1
P1AE1873 (CBE11) P1AG1326 P1AE1079
P1AH0119 (BHA10) P1AH5884 P1AH5885
P1AF5929 P1AF0532 -
P1AG5684, P1AG7576,
P1AF7213 P1AF9728 (P1LAG7504) P1AG7509
P1AE9450 P1AF0535 (P1AG7506) P1AF0544, P1AG7511
P1AE9452 P1AF0534 (P1LAG7505) P1AF9729 (P1AG7510)
P1AE9457 P1AF5257 -
P1AF0537 (P1AG7507), P1AF0546, P1AG7512,
P1AE9459 P1AG0694 P1AH5886
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P1AF0064 P1AF9727 -
P1AF0079 P1AF5260

P1AG7513, P1AG5683,
P1AF0080 P1AF5261 (P1AG7508) P1AG7575

Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se construyeron como 1gG con Fc
con botones en ojales con la tecnologia CrossMab. Esto significa que para la
generacion de anticuerpos biespecificos no simétricos, las subunidades del dominio Fc
contenian las mutaciones "boton" u "ojal" para evitar el emparejamiento erroneo de las
cadenas pesadas. Para evitar el emparejamiento erroneo de las cadenas ligeras en los
anticuerpos biespecificos, se introdujo el intercambio de dominios VH/VL o
CH1/Ckappa en un resto de union (tecnologia CrossFab). Para P1AF9727, P1AF9728,
P1AF9729 y P1AGO0694, se cruzaron los dominios CH1 y Ckappa del brazo Fab con
especificidad para FAP. Para P1AG1326, P1AF0532, P1AF0534, P1AF5257, P1AF
5260, P1AF0535, P1AF0537, P1AF5261, P1AH5884, P1AH5885 y P1AH5886, se
cruzaron los dominios VH y VL del brazo Fab con especificidad para LTBR y los
dominios CH1 y Ckappa del brazo Fab con especificidad para FAP se equiparon con
cargas complementarias, dos glutamatos cargados negativamente en CH1 y una
arginina y una lisina cargadas positivamente en Ckappa. Se introdujeron mutaciones
Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala (PG-LALA) en la regién constante de las cadenas
pesadas de IgG1l humana para anular la unién a los receptores de Fc gamma.

Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se expresaron en células Expi293
(HEK) en Roche (P1AG1326, P1AF9728, P1AF0534, P1AF0535, P1AF0537,
P1AF9727 y P1AE107) o en células CHO K1 en evitria (P1LAF9729 y P1AF5261).
Todos los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se purificaron en Roche
usando un procedimiento combinado de cromatografia de afinidad con (proteina A
(MabSelect™ SuRe™, Cytiva) y cromatografia de intercambio catiénico (POROS™
XS), seguido de una cromatografia de exclusion por tamafio preparativa (HiLoad®
16/600 Superdex® S200, Cytiva). La pureza de los anticuerpos biespecificos
purificados se determin6 mediante cromatografia de exclusion por tamafio analitica
(por ejemplo, TSK G3000 SWXL) y CE-SDS (por ejemplo, Caliper LabChip GXII). Las
identidades de los anticuerpos biespecificos se confirmaron mediante LC-MS al
detectar las masas tedricas de los anticuerpos reducidos y no reducidos. Se
determinaron los niveles de endotoxina y todos fueron inferiores a 0,33 EU/mg. Los
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR P1AH5884, P1AH5885 y P1AH5886 se

produjeron en WuXi Biologics en CHO y se purificaron mediante cromatografia de
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afinidad con proteina A MabSelectSuRe LX, cromatografia de intercambio catidnico
HiTrap SP HP y cromatografia de exclusién por tamafio Superdex200.

2.2 Unidén de anticuerpos anti-FAP/anti-LTBR a LTBR humano, de cynomolgus y
murino medida mediante ELISA

Las placas recubiertas de estreptavidina Nunc (MicroCoat #11974998001) se
recubrieron con 25 pl/pocillo de dominio extracelular de LTBR humano, murino o de
cynomolgus (P1AE2401, P1AE2655 y P1AE2656, respectivamente) fusionado a un
fragmento Fc de IgG1l humana a una concentracion de 125 ng/ml y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Después de lavar 3x90 pl/pocillo con tampon PBST (10x
PBS, Roche #11666789001 + Tween 20 al 0,1 %), se afiadieron 25 ul de anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR en diluciones 1:3 empezando por una concentracion
de 15 pg/mly se incubaron 1 h a TA. Después del lavado (3x90 pl/pocillo con tampdn
PBST), se afadieron 25 pl/pocillo de anti kappa hu POD (Millipore, AP502P, 1:2000) y
se incubaron a TA durante 1 h. Después del lavado (6x 90 pl/pocillo con tampdn
PBST) se afiadieron 25 pl/pocillo de sustrato TMB (Roche, 11835033001). Las
mediciones se realizaron a 370/492 nm.

La unién de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR (unién monovalente para
FAP y LTBR, excepto para P1AF9729 que es monovalente para FAP y bivalente para
LTBR) al dominio extracelular de LTBR humano, de cynomolgus y murino se sometié a
prueba mediante ELISA directo (Tabla 12). Todos los anticuerpos biespecificos anti-
FAP/anti-LTBR muestran una fuerte union monovalente a LTBR humano con valores
de CEso en el intervalo de 100 pM - 1,5 nM. P1AF9729, que es bivalente para LTBR,
se une con una CEsp de ~50 pM. La uniéon a LTBR humano, de cynomolgus y murino
de estos anticuerpos biespecificos es comparable a la union de las IgG
monoespecificas (véase la Tabla 4) que contienen el mismo aglutinante de LTBR
(indicado por los ** en la Tabla 12). Al igual que sus predecesores IgG, todos los
anticuerpos biespecificos tienen reaccién cruzada con LTBR de cynomolgus y un
subconjunto también tiene reaccion cruzada con LTBR murino. Las IgG bivalentes
para LTBR (véase la Tabla 4) no muestran un cambio en general hacia valores de
CEso menores cuando se comparan con sus homologos monovalentes para LTBR en
la Tabla 12. Por tanto, para las IgG bivalentes, no es evidente la unién por avidez en
este ensayo. Por el contrario, P1AF9729 comprende el mismo agonista anti-LTBR que
P1AF0534 pero con un fragmento Fab de unién a LTBR adicional, por lo que el cambio

a una CEso menor se debe probablemente a la avidez.
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Tabla 12: Union por ELISA de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR a
LTBR humano, de cynomolgus y murino

DEC LTBR

DEC LTBR humano
cynomolgus

DEC LTBR murino

ID muestra CExso rel uplpn CExo rel uplpn CExo rel urn_on
maxima maxima maxima

(nM) (DO) (nM) (DO) (nM) (DO)

P1AF9728 0,1340 3,4275 0,2011 3,435 4,1998 2,7609
P1AF0534! 0,1031 3,297 0,1011 3,6524 2,1379
P1AF0535? 1,4189 3,0459 1,3617 3,1665 0,3013

P1AF0537° 0,0940 3,2212 0,1154 3,6737 0,3589 3,7791
P1AF52614 0,1826 3,1277 0,1836 3,4246 0,3158 3,097
P1AF9727 0,1329 3,7425 0,0788 3,7563 3,207
P1AF9729! 0,0457 3,6227 0,0233 3,7498 3,3701 3,1997
14 se refiere a IgG anti-LTBR en la Tabla 4.

2.3 ELISA que mide la competencia de ligandos para los anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR con la linfotoxina a1B2 humana y LIGHT
humana

Las placas recubiertas de estreptavidina Nunc (MicroCoat #11974998001) se
recubrieron con 25 pl/pocillo de dominio extracelular de LTBR humano biotinilado
(P1AE2401) fusionado a un fragmento Fc de IgG1l humana a una concentracién de
125 ng/ml (500 ng/ml para interaccion LIGHT) durante la noche a 4 °C. Después del
lavado 3x90 pl/pocillo con tampdén PBST (10x PBS, Roche #11666789001 + Tween 20
al 0,1 %), se afiadieron 25 pl de anticuerpos anti-FAP/anti-LTBR en diluciones 1:3
empezando por una concentracion de 15 pug/ml y se incubaron 1 h a TA. Después del
lavado con 3x90 pl/pocillo de tampén PBST (10x PBS, Roche #11666789001 + Tween
20 al 0,1 %), se afiadieron 25 pl de ligando (linfotoxina humana a1B2 (P1AE1235) o
LIGHT humana etiquetada con His6 (R&D systems, 664-Li) a una concentracion de
250 ng/ml para linfotoxina a1f2 y 1000 ng/ml para LIGHT y se incubaron 1 h a TA.
Después del lavado (3x 90 pl/pocillo con tampén PBST), se afiadieron 25ul/pocillo de
anti His6-POD (Bethyl # A190-114P, 1:10 000) y se incubaron a TA durante 1 h.
Después del lavado (6x 90 pl/pocillo con tampdn PBST) se afadieron 25 pl/pocillo de
sustrato TMB (Roche, 11835033001). Las mediciones se realizaron a 370/492 nm y se
resumen en la Tabla 13. Se enumeran los valores relativos de Clso (nM), asi como las

DO superiores e inferiores.
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Tabla 13: Inhibicién de las interacciones LTBR-linfotoxina a1B82 y LTBR-LIGHT

por anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

interaccion linfotoxina a1f2 humana interaccién LIGHT humana
rel. ajuste rel. ajuste rel. ajuste .rel.
D muestra C(Iri’?v:)e ! supérior infeJrior C(Iri’fv:)e ! suptjarior iijf:?rgr
(DO) (DO) (DO) (DO)
P1AF9728 0,2455 1,7 0,9 3,4803 15 0,9
P1AF05341 1,7 1,3 1,4
P1AF05352
P1AF05373 0,5332 1,6 0,4 14 1,2
P1AF52614 0,8733 2,56 1,7 14
P1AF9727 0,1375 1,7 0,1 15 0,2
P1AF97291 0,1404 1,6 0,6 1,4 1.4

14 se refiere a I9gG anti-LTBR en la Tabla 5.

La inhibicién de la interaccién proteina-proteina entre el LTBR humano y los ligandos
humanos linfotoxina a1B2 y LIGHT se someti6é a prueba en un ensayo ELISA de varias
etapas. Los siguientes anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR muestran una
inhibicién de la interaccién LTBR-linfotoxina a12 con valores de Clso entre ~140 pM y
~0,8 nM: P1AF9728, P1AF0537, P1AF9727 y P1AF9729. P1AF0534 y P1AF0535
muestran una inhibicion mas débil o nula de la interaccion (Figura 10). P1AF5261 (que
comprende el anticuerpo anti-LTBR de P1AF0080) muestra un incremento de la sefal
del ensayo con concentraciones crecientes de nuevo, como ya se detectd para este
anticuerpo anti-LTBR en el formato IgG bivalente.

La interaccion LTBR-LIGHT también puede ser inhibida por los anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR en este ensayo bioquimico, aunque en menor
medida que la interaccion LTBR-linfotoxina a1p2. Mientras que P1AF9727 vy
P1AF9728 muestran una inhibicién significativa, s6lo se detectdé una débil inhibicion a
concentraciones mayores de anticuerpo para P1AF0535 y no se detectd ninguna
inhibicion para P1AF9729 y para P1AF0537. P1AF5261 muestra un débil incremento
de la sefal a concentraciones mas altas de anticuerpo por el contrario al
comportamiento de la 1gG bivalente P1AF0080. P1AF0534 también muestra un
incremento de la sefial a concentraciones mayores (Figura 11).

2.4 Caracterizaciéon por SPR de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

Cinética de union a LTBR humano, de cynomolgus y murino: La unién de anticuerpos

biespecificos anti-FAP/anti-LTbR a LTBR humano, de cynomolgus y murino se
investigd mediante resonancia de plasmones superficiales usando un instrumento

Biacore T200 o Biacore 8K (Cytiva). Todos los experimentos se ejecutaron a 25 °C
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usando HBS-P (Cytiva #BR-1006-71) como tampon de migracion y dilucion. Se
inmovilizé un anticuerpo especifico anti-IgG humana PG LALA en un chip sensor CM5
de la serie S (GE Healthcare #29104988) usando la quimica estandar de acoplamiento
de aminas. Las anticuerpos biespecificos se capturaron en la superficie llevando a
niveles de captura entre 10 y 100 RU. Se inyectaron LTBR humano, de cynomolgus o
murino (P1AE7979, P1AE4411 o P1AE4410, respectivamente) durante 120 s con
concentraciones de 3,7 a 300 nM (serie de dilucién 1:3) en la superficie (fase de
asociacion) a un caudal de 30 pl/min. La fase de disociacion se monitoreé durante 600
s mediante un lavado con tampdn de migracion. La superficie se regener6 mediante
inyeccion de NaOH 10 mM durante 60 s a un caudal de 5 pl/min. Las diferencias
totales del indice de refraccién se corrigieron mediante sustraccion de la respuesta
obtenida de una superficie de referencia. Las inyecciones en blanco también se
sustrajeron (doble referencia). Las curvas derivadas se ajustaron a un modelo de
unién Langmuir 1:1 usando el programa informético BlAevaluation. Las constantes de
velocidad de asociacion y disociacion, asi como las afinidades respectivas (constante

de disociacién de equilibrio KD) se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14: Cinética de unién de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

a LTBR humano, de cynomolgus y murino determinada mediante ELISA

anticuerpos antigeno Ka (1/ms) Kd (1/s) KD (nM) | T1/2 (min)
biespecificos
anti FAP LTBR
LTBR hu 2,21E+05 5,18E-05 0,2 223
P1AF0534 LTBR cyno | 1,95E+05 9,57E-05 0,5 121
LTBR mu ninguna/ unién muy débil
LTBR hu baja actividad/ninguna unién 1:1
P1AF0535 LTBR cyno baja actividad/ninguna unién 1:1
LTBR mu sin unién
LTBR hu 7,84E+05 2,63E-04 0,3 44
P1AF0537 LTBR cyno | 6,67E+05 2,05E-04 0,3 56
LTBR mu 6,46E+05 7,52E-03 12,0 2
P1AF0546 LTBR hu 9,99E+05 2,25E-04 0,2 51
LTBR hu 9,22E+05 1,36E-03 15 8
P1AF5261 LTBR cyno | 8,59E+05 1,27E-03 15 9
LTBR mu 1,13E+06 1,62E-02 14,0 1
LTBR hu 1,19E+06 1,63E-04 0,1 71
P1AF9727 LTBR cyno 1,11E+06 1,46E-04 0,1 79
LTBR mu 9,25E+05 9,40E-02 102,0 0,1
LTBR hu 2,51E+05 1,79E-03 7,1 6
P1AF9728 LTBR cyno | 2,10E105 2,09E-03 9,9 6
LTBR mu 6,86E+04 8,91E-03 130,0 1
P1AE9729 LTBR hu 2,16E+05 8,60E-05 0,4 134
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anticuerpos antigeno Ka (1/ms) Kd (1/s) KD (nM) | T1/2 (min)
biespecificos
anti FAP LTBR

LTBRcyno | 1,86E+05 | 9,89E-05 0,5 117
LTBR mu Ninguna/ unién muy débil

Para los anticuerpos biespecificos seleccionados 1+1 y 2+1 (P1AF0534, P1AF0537,
P1AF5261, y P1AF0546, P1AG5683, respectivamente), la unibn monovalente
(afinidad) y la unién bivalente (avidez) a LTBR humano se caracteriz6 ademas por
SPR. Para medir la afinidad, los anticuerpos biespecificos se capturaron por un
anticuerpo especifico anti-IlgG humana PG LALA que se habia inmovilizado en un chip
sensor CM3 de la serie S (GE Healthcare) usando una quimica de acoplamiento de
aminas estandar y se utiliz6 LTBR humano (P1AE7979) como analito. Por el contrario,
para medir la avidez de las construcciones biespecificas 2+1 que son bivalentes para
LTBR, se captur6 LTBR humano biotinilado (P1AE7979) en un chip de estreptavidina
SA y se utilizaron los anticuerpos biespecificos como analitos. Los resultados se han
resumido en la Tabla 15A y en la Tabla 15B. Se muestran las velocidades de
asociacion y disociacién, afinidades o afinidades aparentes (de los anticuerpos
biespecificos bivalentes para LTBR) y la semivida de los complejos

anticuerpo:receptor.

Como se esperaba, para los anticuerpos biespecificos que son bivalentes para LTBR
(P1AF0546 y P1AG5683, respectivamente), se puede observar un efecto de avidez:
Para P1AF0546, la constante de velocidad de disociacién kd de 2,25E-04 (1/s) y la
afinidad de 0,2 nM, respectivamente (Tabla 15A), disminuye a valores fuera de las
especificaciones del instrumento (Tabla 15B), mientras que para P1AG5683, la
constante de velocidad de disociacion de 1,23E-03 kd (1/s) y afinidad de 1,1 nM,
respectivamente (Tabla 15A), disminuye a kd de 4,33E-05 (1/s) y una afinidad
aparente (avidez) de 0,01 nM (Tabla 15B).

Tabla 15A: Cinética de unién de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR a LTBR humano determinada por SPR en una configuracion de ensayo de

"afinidad”

anticuerpos ka (1/ms) ka (1/s) Ko (nM) tiz (Min)
biespecificos anti
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FAP-LTBR

P1AF0534 2,41E+05 8,08E-05 0,3 143
P1AF0537 8,85E+05 2,20E-04 0,2 53
P1AF0546 9,99E+05 2,25E-04 0,2 51
P1AF5261 9,86E+05 1,28E-03 1,3 9
P1AG5683 1,14E+06 1,23E-03 1,1 9

Tabla 15B: Cinética de union de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR a LTBR humano determinada por SPR en una configuracion de ensayo de

"avidez”
anticuerpos ka (1/ms) ka (1/s) Ko (nM) ty2 (Min)
biespecificos
anti FAP-LTBR

P1AF0534 3,05E+05 4,12E-05 0,1 280
P1AF0537 9,20E+05 1,15E-04 0,1 100
P1AF0546 2,03E+06 fde* fde* fde*
P1AF5261 2,45E+06 1,35E-03 0,6 9
P1AG5683 3,92E+06 4,33E-05 0,01 267

*fuera de especificacion

2.5 Cinética de union a FAP humana

La unién del dominio de unién anti-FAP de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR se investigd mediante resonancia de plasmones superficiales usando un Biacore
T200 (Cytiva). Se inmovilizé un anticuerpo especifico anti-lgG his (Cytiva,# 28995056
en un chip sensor CM5 de la serie S (GE Healthcare #29104988) usando la quimica
estandar de acoplamiento de aminas. Las anticuerpos se capturaron en la superficie
llevando a niveles de captura entre 20 y 30 RU. Se inyectdé FAP humana (P1AA5347)
durante 180 s con concentraciones de 0,37 a 30 nM (serie de dilucién 1:3) en la
superficie (fase de asociacién) a un caudal de 30 pl/min. La fase de disociacién se
monitore6 durante 600 s mediante un lavado con tampdn de migracion. La superficie
se regenerd mediante una inyeccién de glicina 10 mM, pH 1,5 durante 60 s a un
caudal de 5 pl/min. Las diferencias totales del indice de refraccibn se corrigieron
mediante sustraccion de la respuesta obtenida de una superficie de referencia. Las
inyecciones en blanco también se sustrajeron (doble referencia). Las curvas derivadas
se ajustaron a un modelo de union Langmuir 1:1 usando el programa informatico
BlAevaluation. Las constantes de velocidad de asociacién y disociacién, asi como las

afinidades respectivas (constante de disociacion de equilibrio KD) se han resumido en
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la Tabla 16. Se muestran las velocidades de asociacion y disociacion, las afinidades y

la semivida de los complejos anticuerpo:PAF.

Tabla 16: Cinética de unién de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

a FAP humana determinada mediante ELISA

anticuerpos Ka (1/ms) kq (1/s) Ko (nM) t12 (Min)
biespecificos anti

FAP-LTBR

P1AF0534 2,25E+06 4,70E-04 209 25
P1AF0535 1,78E+06 4,66E-04 262 25
P1AF0537 2,09E+06 4,46E-04 213 26
P1AF5261 2,08E+06 4,73E-04 228 24
P1AF9727 2,35E+06 5,72E-04 243 20
P1AF9728 2,54E+06 5,21E-04 205 22
P1AF9729 2,05E+06 5,30E-04 259 22
P1AG0694 2,77E+06 4,81E-04 174 24

Ejemplo 3

Generacion de anticuerpos sustitutos murinos biespecificos

3.1 Generacidon de anticuerpos sustitutos murinos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR

Se utilizé el agonista anti-LTBR P1AF0080, de triple reaccién cruzada, humano, de
cynomolgus y murino, para generar un anticuerpo sustituto murino biespecifico 1+1 y
otro biespecifico 2+1 (bivalente para LTBR) para estudios in vivo en ratones. Estos
anticuerpos sustitutos murinos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR, P1AF4664 vy
P1AF4674, respectivamente, se representan en las Figuras 12A y 12B. Mientras que
sus dominios V se mantuvieron humanos, todos los dominios constantes del
anticuerpo son murinos. El Fc de IgG1 murino se heterodimerizé mediante cargas
complementarias en CH3 (cadenas KK+ y DD-) y se logro silenciar las funciones
efectoras de Fc mediante la introduccion de mutaciones DA PG en CH2.

P1AF4664 y P1AF4674 se produjeron por Evitria usando su sistema de vector
patentado con técnicas de clonacion convencionales (no basadas en PCR) y usando
células CHO K1 adaptadas en suspension (originalmente recibidas de ATCC vy
adaptadas al crecimiento libre de suero en cultivo en suspension en Evitria). Para la
produccion, evitria us6 sus medios patentados, libres de componentes animales y
libres de suero (eviGrow y eviMake?2) y su reactivo de transfeccion patentado (eviFect).

Los sobrenadantes se cosecharon mediante centrifugacién y posterior filtracion (filtro
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de 0,2 um) y las proteinas se purificaron a partir del sobrenadante cosechado
mediante procedimientos estandares.

En resumen, se purificaron mediante cromatografia de afinidad con proteina A (Protein
A MabSelectSure) y cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) preparativa (HiLoad
50/600 S200) de acuerdo con procedimientos estandar y las instrucciones del
fabricante. La pureza de las proteinas purificadas se determin6 mediante
cromatografia de exclusion por tamafio analitica (por ejemplo, TSK G3000 SWXL) y
CE-SDS (por ejemplo, Caliper LabChip GXIl). Se determinaron los niveles de
endotoxina y fueron < 0,11 EU/mg y 0,07 EU/mg, respectivamente.

Se utilizé el agonista anti-LTBR P1AE9459, de triple reaccién cruzada, humano, de
cynomolgus y murino, para generar anticuerpos sustitutos murinos biespecificos 2+1
(bivalentes para LTBR) dirigidos a FAP o no dirigidos a FAP (DP47) para estudios in
vivo en ratones. Estos anticuerpos sustitutos murinos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
o0 no dirigidos/anti-LTBR, P1AG5459 y P1AGb5461, respectivamente, son los
representados en las Figuras 12B y 12C. Mientras que sus dominios V se
mantuvieron humanos, todos los dominios constantes del anticuerpo son murinos. El
Fc de 1gG1l murino se heterodimerizé mediante cargas complementarias en CH3
(cadenas KK+ y DD-) y se logré silenciar las funciones efectoras de Fc mediante la
introduccion de mutaciones D265A P329G en CH2.

P1AG5459 y P1AG5461 se produjeron y purificaron por WuXi Biologics. En resumen,
se produjeron en CHO y se purificaron mediante cromatografia de afinidad con
proteina A MabSelectSuRe LX y cromatografia de exclusion por tamafio Superdex200
(P1AG5459) o cromatografia de afinidad con proteina A MabSelectSuRe LX,
cromatografia de interaccion hidréfoba HiTrap Butyl HP y cromatografia de exclusion
por tamafio Superdex200 (P1AG5461).

3.2 Caracterizacion por SPR de anticuerpos sustitutos murinos biespecificos
anti-FAP/anti-LTBR

Afinidad y avidez de unién a LTbR murino y FAP murina:

Como el P1AF4664 es monovalente para el LTBR y el P1AF4674 es bivalente para
LTBR, la afinidad y avidez de union se determinaron en un instrumento Biacore T200
(Cytiva). Todos los experimentos se ejecutaron a 25 °C usando HBS-P (Cytiva #BR-
1006-71) como tampdn de migracion y dilucién. Para determinar la afinidad de estos
anticuerpos sustitutos murinos biespecificos, se inmovilizé un anticuerpo especifico de
cabra anti-Fcy de raton (JacksonimmunoResearch #115-005-071) en un chip sensor

CM3 de la serie S usando la quimica estandar de acoplamiento de aminas. Los
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anticuerpos sustitutos murinos biespecificos se capturaron en la superficie y se inyecto
LTbR murino (P1LAE4410) en una corrida cinética de un solo ciclo con un tiempo de
asociacion de 120 s con concentraciones de 3,7 a 300 nM (serie de dilucion 1:3) a un
caudal de 30 pl/min. Se determind la afinidad a FAP murina usando el mismo chip
sensor al inyectar la FAP murina (PLAD9907) con una concentracion unica de 100 nM
en la superficie con tiempo de asociacién y caudal como se describié anteriormente.
La fase de disociacion final se monitore6 durante 600 s mediante un lavado con
tampdén de migracion. Posteriormente, la superficie se regener6 mediante una
inyeccion de glicina 10 mM, pH 2,0 seguido de NaOH 10 mM durante 60 s cada uno a
un caudal de 5 pl/min. Las diferencias totales del indice de refraccion se corrigieron
mediante sustraccion de la respuesta obtenida de una superficie de referencia. Las
inyecciones en blanco también se sustrajeron (doble referencia). Las curvas derivadas
se ajustaron a un modelo de union Langmuir 1:1 usando el programa informético
BlAevaluation.

Para determinar la avidez del anticuerpo sustituto murino biespecifico 2+1 P1AF4674,
se inmovilizaron aproximadamente 100 RU de LTbR murino biotinilado (PLAE4410) en
un chip sensor SA de la Serie S. Los anticuerpos sustitutos murinos biespecificos se
inyectaron como analitos y se sometieron a prueba en una corrida cinética de un solo
ciclo con un tiempo de asociacion de 120 s con concentraciones de 11,1 a 100 nM
(serie de dilucién 1:3) a un caudal de 30 pl/min. La fase de disociacion final se
monitore6 durante 1800 s mediante un lavado con tamp6én de migracion.
Posteriormente, la superficie se regeneré mediante inyeccién de glicina 10 mM, pH 2,0
durante 60 s cada uno a un caudal de 5 pl/min. Las diferencias totales del indice de
refraccibn se corrigieron mediante sustraccién de la respuesta obtenida de una
superficie de referencia. Las inyecciones en blanco también se sustrajeron (doble
referencia). Las curvas derivadas se ajustaron a un modelo de unién Langmuir 1:1
usando el programa informatico BlAevaluation. En esta configuracién de ensayo,
P1AF4674 mostr6 una clara avidez (aprox. KD 0,2 nM) por el contrario al anticuerpo
sustituto murino biespecifico 1+1 P1AF4664 (aprox. KD 5 nM). Las constantes de
disociacion de equilibrio (KD) asi como las semividas de los complejos (t1/2) para los
anticuerpos sustitutos murinos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR monovalentes (1+1) y

bivalentes (2+1) que se unen a LTBR murino o FAP murina se indican en la Tabla 17.
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Tabla 17: Constantes de disociacion de equilibrio (KD) y semividas de los
complejos (t1/2) para los anticuerpos sustitutos murinos biespecificos anti-
FAP/anti-LTBR

anticuerpos 0322? duargcl_'(.)rgge configuracion de avidez ngfgf?r:%ggn
biespecificos : LTbR murino .
anti-EAP LTBR murino — FAP murina
mu Ko (NM) | t1/2 (s) p(mvi) D | 11/2 (s) Ko (NM)
P1AF4664 (1+1) 13 75 5 45 <0,1
P1AF4674 (2+1) 13 71 0,2 413 <0,1
Ejemplo 4

Caracterizacion funcional de los anticuerpos anti-LTBR

La activacion de LTBR da lugar a la regulacién por incremento de genes inflamatorios
y de desarrollo tales como la molécula de adhesion ICAM, por parte de las células
estromales. Hemos caracterizado la actividad biol6gica de los novedosos agonistas de
LTBR midiendo su capacidad para la regulacion por incremento de ICAM en las
células endoteliales humanas y en fibroblastos asociados al cancer (CAF) in vitro.

4.1 Efecto de los anticuerpos anti-LTBR humanos sobre las células endoteliales
Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se trataron con
anticuerpos anti-LTBR en presencia o ausencia de un reticulante anti-Fc y se midieron
los niveles de la molécula de adhesion ICAM mediante andlisis FACS.

En resumen, se sembraron HUVEC (15 000 células/pocillo, cat. C2517AS, Lonza) en
una placa de 96 pocillos recubierta de gelatina en medio completo EGM-2 (cat.
CC3162, Lonza) y se dejaron formar una monocapa durante la noche. Las monocapas
de HUVEC se trataron durante la noche con anticuerpos anti-LTBR preincubados
durante 30 minutos con o sin reticulante F(ab)2 anti-Fc humano (cat. 109-006-008,
Jackson ImmunoReasearch, proporcion molar anticuerpo/reticulador 1:2) en medio de
ensayo (medio EBM-2 complementado con FBS al 2 %, acido ascorbico, heparina,
GA-1000 y heparina, cat. CC3156 y CC4176, Lonza). Las HUVEC tratadas se
separaron con acutasa (Gibco) y se tifieron con un colorante viva/muerta (kit de
viabilidad Zombie Aqua fijable, cat.423102 Biolegend) y con un anticuerpo marcado
anti-ICAM-BV421 humano (BD cat. 564077, diluido 1:100). Las muestras se
adquirieron en un citometro de flujo (BD Fortessa). La mediana de la intensidad de
fluorescencia de la expresion de ICAM se analiz6 en FlowJo y los datos se
normalizaron con respecto a CBE11 usando la siguiente formula: MFI normalizada =

(MFI - MFImin) / (MFIméx - MFImin), donde MFIméx se calcul6 como la mediana de
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los valores de MFI medidos en las concentraciones superiores de CBE11 (PAE1873)
con reticulante, y MFImin se calculé como la mediana de los valores de MFI medidos
en la concentracibn mas baja de CBE11 (P1AE1873) sin reticulante.

Los novedosos anticuerpos anti-LTBR humano inducen la regulaciéon por incremento
de ICAM en HUVEC de forma dependiente de la dosis y del reticulador (Figuras 13A a
13D).

4.2 Efecto de los anticuerpos anti-LTBR humano sobre los fibroblastos

asociados al cancer

Se caracterizd ademas la capacidad de los novedosos anticuerpos anti-LTBR para
inducir la regulacién por incremento de las moléculas de adhesién en un segundo tipo
de célula estromal in vitro, a saber, fibroblastos asociados al cancer. Con este objetivo,
los cultivos de CAF se trataron con anticuerpos en presencia 0 ausencia de un
reticulante anti-Fc, y se midieron los niveles de la molécula de adhesion ICAM
mediante andlisis FACS.

En resumen, los fibroblastos asociados al cancer inmortalizados de préstata (12 000
células/pocillo, CAF hTERT PF179T, ATCC CRL-3290) se sembraron en una placa de
96 pocillos en un medio completo (EMEM complementado con FBS al 10 %,
bicarbonato de sodio al 0,075 %, 1 ug/mL de puromicina). Los CAF se trataron durante
la noche con anticuerpos anti-LTBR preincubados durante 30 minutos con o0 sin
reticulante F(ab)2 anti-Fc humano (cat. 109-006-008, Jackson ImmunoReasearch,
proporcion molar anticuerpo/reticulador 1:2) en medio completo. Los CAF tratados se
separaron con acutasa (Gibco) y se tifieron con un colorante NIR viva/muerta (kit de
tinciébn de células muertas IR-cercano LIVE/DEAD Fijable, Thermo Fischer Scientific
cat. L34975) y con un anticuerpo marcado anti-ICAM-BV421 humano (BD cat. 564077,
diluido 1:100). Las muestras se adquirieron en un citobmetro de flujo (BD Fortessa). La
mediana de la intensidad de fluorescencia de la expresion de ICAM se analizé en
FlowJo y los datos se normalizaron con respecto a CBE11l usando la siguiente
formula: MFI normalizada = (MFI - MFImin) / (MFIméx - MFImin), donde MFIméax se
calcul6 como la mediana de los valores de MFI medidos en las concentraciones
superiores de CBE11 (PAE1873) con reticulante, y MFImin se calculé como la
mediana de los valores de MFI medidos en la concentracion mas baja de CBE11
(P1AE1873) sin reticulante.

Los anticuerpos anti-LTBR humano inducen la regulacion por incremento de ICAM en

CAF de forma dependiente de la dosis y del reticulador (Figuras 14A a 14D).
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Tomados conjuntamente, estos ejemplos muestran que los novedosos anticuerpos
agonistas anti-LTBR humano son capaces de regular por incremento la molécula de
adhesion ICAM en una variedad de células estromales y su actividad depende
estrictamente de la reticulacién. A continuacidbn generamos moléculas biespecificas
que comprenden los novedosos agonistas anti-LTBR preferentes y un dominio de
unién a antigeno FAP para obtener anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR.
Ejemplo 5

Caracterizacion funcional de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR

5.1 Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se unen a LTBR humano,
de cynomolgus y murino en células

Para probar la capacidad de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR de
unirse a LTBR humano, de mono cynomolgus (cyno) y murino en células, los
anticuerpos  biespecificos  anti-FAP/anti-LTBR se incubaron con células
genomanipuladas para expresar LTBR humano, de cyno o de ratén y su union se
midié por citometria de flujo.

En resumen, las células CHO-K1 genomanipuladas para sobreexpresar LTBR
humano, de cyno o murino se separaron con acutasa (Gibco) y se sembraron 100 000
células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron con anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR en medio de cultivo (DMEM/F12, FBS al 10 %)
durante 1 h a 4 °C. Después del lavado, se incubaron las moléculas unidas a las
células con anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR durante 1 h a 4 °C. Después
del lavado, se detectaron las moléculas unidas a las células usando un anticuerpo anti-
Fc humano marcado con PE (Fragmento F(ab"). AffiniPure anti-lgG humana caprino,
Fcy, Jackson Immunoresearch, cat. 109-116-098). La fluorescencia unida a las células
se midié en un citometro de flujo iQue (Sartorius). La mediana de la intensidad de
fluorescencia de PE se analiz6 en FlowJo y los datos se normalizaron con respecto a
los controles no tratados (MFI / MFI de referencia).

Todas las moléculas biespecificas se unen a LTBR humano y de cyno con la
excepcion de P1AG1326 que se une a LTBR humano pero no se une a LTBR de cyno
(Figura 15A y Figura 15B asi como Figura 15D y 15E). Estos datos estan en linea
con los datos de SPR descritos en el Ejemplo 2.4.

La reactividad cruzada con cyno es una ventaja importante de las moléculas
biespecificas novedosas, ya que permitira la investigacion del perfil de toxicidad en
una especie relevante. Dado que LTBR es una diana ampliamente expresada, es de

gran importancia desvelar los potenciales efectos toxicol6gicos in vivo.
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P1AF0537, P1AF5261, P1AF0546, P1AG5683 y, en menor medida, P1AF9728 y
P1AF9727 se unen ademas a LTBR murino en células (Figuras 15C y 15F) lo que
permite someter a prueba la eficacia y farmacodinamica en modelos singénicos
murinos.

5.2 Caracterizacion de la actividad dependiente de FAP de los anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR in vitro

Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR estan disefiados para restringir la
activacion de LTBR al estroma tumoral mediante el direccionamiento a FAP. La
activacion de LTBR da lugar a la regulacion por incremento de genes inflamatorios y
de desarrollo tales como las moléculas de adhesion (ICAM y VCAM) y los
guimioatrayentes (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) por parte de las células estromales. Se
caracterizo la actividad bioldgica de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
midiendo su capacidad para regular por incremento las moléculas de adhesion y los
quimioatrayentes de forma dependiente de FAP en células endoteliales humanas vy
fibroblastos asociados al cancer in vitro.

5.2.1 Efecto de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR sobre los fibroblastos

asociados al cancer

Para someter a prueba la capacidad de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR para activar fibroblastos asociados al cancer de una manera dependiente de
FAP in vitro, se trataron cultivos de CAF que expresaban FAP enddgeno y CAF con
eliminacion de la expresion de FAP con moléculas biespecificas y se midieron los
niveles de la molécula de adhesion ICAM mediante analisis FACS.

En resumen, la expresién de FAP por fibroblastos asociados al cancer inmortalizados
de prostata ("TERT PF179T CAF, ATCC CRL-3290) se inactivd mediante tecnologia
CRISPR. Los CAF hTERT originales y los CAF con inactivacion de FAP (hTERT
CAFs_delFAP) se sembraron en placas de 96 pocillos en medio completo (EMEM,
FBS al 10 %, bicarbonato de sodio al 0,075 %, 1 ug/ml de puromicina) a una densidad
de 12 000 células por pocillo. Las células se trataron durante la hoche con anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR en medio completo. Las células tratadas se
separaron con acutasa (Gibco) y se tifieron con un colorante NIR viva/muerta (kit de
tincion de células muertas IR-cercano LIVE/DEAD Fijable, Thermo Fischer Scientific
cat. L34975) y con un anticuerpo marcado anti-ICAM-BV421 humano (BD cat. 564077,
diluido 1:100). Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo (BD Fortessa). La

mediana de la intensidad de fluorescencia de la expresion de ICAM se analizo en



10

15

20

25

30

35

244

FlowJo y los datos se normalizaron con respecto a los controles no tratados de
referencia y se expresaron como cambio en veces sobre el valor de referencia.

Las moléculas biespecificas anti FAP-LTBR inducen la regulaciéon por incremento de
ICAM en CAF hTERT de forma dependiente de la dosis y dependiente de FAP
(Figuras 16A a 16D).

5.2.2 Efecto de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR sobre las células

endoteliales

Para someter a prueba la capacidad de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR para activar células endoteliales humanas de forma dependiente de FAP in vitro,
se trataron cultivos conjuntos de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) y células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP humana con moléculas
biespecificas. Los niveles de la molécula de adhesiéon ICAM en HUVEC se midieron
mediante analisis FACS y las cantidades de los quimioatrayentes CXCL9, CXCL10 y
CXCL11 secretados en el sobrenadante se midieron mediante analisis Bio-plex.

En resumen, se sembraron HUVEC (13 000 células/pocillo, cat. C2517AS, Lonza) con
NIH-3T3 o NIH-3T3 que sobreexpresan FAP (2000 células/paocillo) en una placa de 96
pocillos recubierta de gelatina en medio completo EGM-2 (cat. CC3162, Lonza) y se
dejaron formar una monocapa durante la noche. Los co-cultivos se trataron con
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR en medio de ensayo (medio EBM-2
suplementado con FBS al 2 %, acido ascorbico, heparina, GA-1000 y heparina, cat.
CC3156 y CC4176, Lonza). Después de 24 horas, los cultivos conjuntos se separaron
con acutasa (Gibco) y se tifieron con un colorante NIR viva/muerta en PBS (kit de
tinciébn de células muertas IR-cercano LIVE/DEAD Fijable, Thermo Fischer Scientific
cat. L34975) y con un anticuerpo anti-ICAM-BV421 (BD cat. 564077, diluido 1:100) y
un anticuerpo marcado anti-CD31 humano- APC/Cy7 (Biolegend cat. 303120, diluido
1:300). Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo (BD Fortessa). La
mediana de la intensidad de fluorescencia de la expresion de ICAM en la poblacion
CD31+ se analizé en FlowJo y los datos se normalizaron con respecto a los controles
no tratados de referencia y se expresaron como cambio en veces sobre el valor de
referencia. Los medios condicionados se recogieron después de 48 horas y la
concentracion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 se midi6é usando un kit de ensayo de
quimiocinas multiples Bio-plex personalizado (Biorad) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR inducen la regulacion por

incremento de ICAM en células endoteliales humanas de forma dependiente de la
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dosis y dependiente de FAP (Figuras 17A a 17D). Las moléculas bivalentes
biespecificas P1AF0546 y P1AG5683 tienen los menores valores de ECsp mas bajos,
lo que sugiere una mayor potencia de este formato 2+1. Los anticuerpos biespecificos
anti-FAP/anti-LTBR también muestran una induccion dependiente de la dosis y
dependiente de FAP de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en el sobrenadante (Figuras 18A
a 18F). Tomados conjuntamente, estos datos sugieren que los anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR pueden modular el endotelio para incrementar las
moléculas de adhesion y los quimioatrayentes importantes para incrementar la
infiltracién inmunitaria en el tumor. Es importante destacar que el efecto depende de la
presencia de FAP, lo que demuestra que el agonismo de LTBR puede restringirse al
microambiente tumoral por medio del direccionamiento a FAP.

5.2.3 Efecto de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR sobre la adhesiéon de

los linfocitos T

El ejemplo anterior demostr6 que los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
modulan el endotelio humano para regular por incremento las moléculas de adhesion y
los quimioatrayentes, que son criticos para la cascada de infiltracion inmunitaria. Para
someter a prueba si estos efectos se traducen en un incremento de la infiltracion de
linfocitos T, medimos la primera etapa de la cascada de infiltracion inmunitaria, a
saber, la adhesion de células inmunitarias al endotelio estimulada con anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR.

En resumen, se sembraron HUVEC con NIH-3T3 o NIH-3T3 que sobreexpresan FAP y
se estimularon con moléculas biespecificas anti FAP-LTBR (2 nM) como se describe
en el ejemplo anterior, o con TNFa (0,5 ng/ml, Peprotech). Las PBMC se aislaron de
capas leucociticas de donantes sanos mediante centrifugacion en gradiente de
densidad con Histopaque-1077 y se congelaron hasta su uso. Los linfocitos Pan-T se
purificaron a partir de alicuotas de PBMC congeladas usando un kit de aislamiento de
linfocitos Pan-T (Miltenyi Biotec, cat. 130-096-535) y de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Los linfocitos T purificados se dejaron reposar durante la noche en
medio para linfocitos T (medio optimizador de linfocitos T, Gibco cat. A1048501). Se
recogieron los linfocitos T en reposo, se lavaron en DPBS™ (Gibco, cat. 14040182)
complementado con BSA al 0,2 % y se marcaron con Calceina AM (Invitrogen, cat.
C3100MP) durante 20 min a 37 °C. Después de un lavado exhaustivo, los linfocitos T
marcados se resuspendieron en DPBS** BSA al 0,2 % y se afadieron 100 000
células/pocillo a los cultivos conjuntos tratados que se habian lavado previamente con

medio de ensayo. Los linfocitos T se dejaron adherir durante 1 hora a 37 °C y las
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células no adherentes se eliminaron mediante lavados por inversion con DPBS** BSA
al 0,2 %. Se adquirieron imagenes de fase y fluorescencia verde (5 por pocillo) usando
un sistema de analisis de células vivas Incucyte S3 (Sartorius) y las células T
adherentes se cuantificaron como el area cubierta por linfocitos T fluorescentes verdes
usando el programa informético de andlisis de imagenes Incucyte.

La estimulacion con TNFa induce la adhesion de linfocitos T independientemente de
FAP y sirve como control positivo. La adhesiéon de linfocitos T se incrementé en el
endotelio tratado con anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR y el efecto
depende de la presencia de FAP en el sistema de cocultivo (Figura 19).

Tomados conjuntamente, estos datos demuestran que el agonismo anti-LTBR puede
inducirse de forma dirigida por FAP y regula por incremento un programa inflamatorio
por el endotelio humano que da como resultado la induccién de la adhesion de
linfocitos T, la primera etapa en la cascada de infiltracion inmunitaria. Por lo tanto, los
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR pueden actuar como moduladores del
microambiente tumoral para incrementar el reclutamiento de células inmunitarias en el
tumor.

5.3 Caracterizaciéon de sustitutos de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-
LTBR in vitro e in vivo

Un subconjunto de las novedosas moléculas biespecificas anti FAP-LTBR presenta
reactividad cruzada con LTBR murino. Generamos moléculas sustitutas murinas en
una cadena principal de IgG murina como se describe en ejemplos anteriores y se
sometié a prueba su actividad in vitro e in vivo.

5.3.1 Actividad in vitro de los sustitutos de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-

LTBR sobre los fibroblastos murinos

Para someter a prueba la capacidad de las moléculas sustitutas anti-FAP/anti-LTBR
de activar células estromales murinas in vitro de forma dependiente de FAP, se
incubaron moléculas biespecificas anti FAP-LTBR con células NIH-3T3 o NIH-3T3 que
sobreexpresan FAP y se midié la regulacion por incremento de VCAM mediante
andlisis FACS.

En resumen, las células NIH-3T3 o NIH-3T3 que sobreexpresan FAP se sembraron en
una placa de 96 pocillos en medio completo. Se diluyeron moléculas sustitutas anti-
FAP/anti-LTBR o el anticuerpo 5G11 (anticuerpo agonista anti-LTBR de ratén, Hycult
Biotech cat. hm1079) en medio bajo en suero (DMEM, FBS al 1 %) y se estimularon
las células durante la noche. Las células tratadas se separaron con acutasa (Gibco) y

se tifieron con un colorante NIR viva/muerta (kit de tincion de células muertas IR-
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cercano LIVE/DEAD Fijable, Thermo Fischer Scientific cat. L34975) y con un
anticuerpo anti-VCAM de ratdbn marcado con azul del Pacifico (Biolegend, cat.
105722). Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo (BD Fortessa). La
mediana de la intensidad de fluorescencia de la expresion de VCAM se analizé en
FlowJo y los datos se normalizaron con respecto a los controles no tratados de
referencia y se expresaron como cambio en veces sobre el valor de referencia.

El anticuerpo agonista anti-LTBR murino 5G11 induce la regulacion por incremento de
VCAM en ambos tipos celulares, mientras que P1AF4664 y, en menor medida,
P1AF4674, son inactivos en células NIH-3T3 y sélo inducen VCAM en presencia de
expresion de PAF (Figuras 20A y 20B).

5.3.2 Actividad in vitro de los sustitutos de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-

LTBR sobre las células endoteliales

Para someter a prueba la capacidad de las moléculas sustitutas anti-FAP/anti-LTBR
para activar células endoteliales de forma dependiente de FAP in vitro, se trataron
cultivos conjuntos de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) y
células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP humana con moléculas biespecificas y se
midieron los niveles de la molécula de adhesion ICAM en HUVEC mediante analisis
FACS.

En resumen, se sembraron HUVEC (15 000 células/pocillo, Lonza cat. C2517AS)
conjuntamente con células NIH-3T3 originales o células NIH-3T3 que sobreexpresan
FAP (2000 células/pocillo) en una placa de 96 pocillos recubierta de gelatina en medio
completo EGM-2 (cat. CC3162, Lonza). Los co-cultivos se trataron durante la noche
con moléculas biespecificas anti-FAP-LTBR en medio de ensayo (medio EBM-2
complementado con FBS al 2 %, acido ascérbico, heparina, GA-1000 y heparina, cat.
CC3156 y CC4176, Lonza). Los cultivos conjuntos tratados se separaron con acutasa
(Gibco) y se tifieron con un colorante NIR viva/muerta en PBS (kit de tincion de células
muertas IR-cercano LIVE/DEAD Fijable, Thermo Fischer Scientific cat. L34975) y con
un anticuerpo anti-ICAM-BV421 (BD cat. 564077, diluido 1:100) y un anticuerpo
marcado anti-CD31 humano- APC/Cy7 (Biolegend cat. 303120, diluido 1:300). Las
muestras se adquirieron en un citémetro de flujo (BD Fortessa). La mediana de la
intensidad de fluorescencia de la expresion de ICAM en la poblacion CD31+ se analiz6
en FlowJo.

Las moléculas sustitutas anti-FAP/anti-LTBR inducen la regulacion por incremento de
ICAM en células endoteliales humanas de forma dependiente de la dosis y
dependiente de FAP (Figuras 21A y 21B).
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Tomados conjuntamente, estos datos muestran que las moléculas sustitutas son
activas in vitro e inducen un agonismo de LTBR dependiente de FAP en células
estromales, de forma similar al efecto de las moléculas de cadena principal humana. A
continuacién sometimos a prueba la actividad de las moléculas sustitutas in vivo en
modelos tumorales de ratones singénicos.

5.3.3 Estudio in vivo de eficacia y farmacodindmica con moléculas sustitutas anti FAP-

LTBR en modelos tumorales subcutaneos de cancer colorrectal y cancer de pancreas

Se evalud la eficacia y el efecto farmacodinamico sobre la activacién endotelial de
moléculas sustitutas anti-FAP-LTBR en ratones portadores de tumores colorrectales
subcutaneos (MC38-huCEA) que expresan antigeno carcinoembrionario humano
(CEA) y tumores pancreaticos que expresan CEA humano (KPC4662-huCEA). Este
ultimo modelo se caracteriza por estroma con expresion abundante de FAP* y un
infiltrado inmunitario escaso al inicio del estudio, mientras que el modelo de tumor
MC38-huCEA se caracteriza por una expresion moderada de FAP en el estroma y un
infiltrado inmunitario mas abundante al inicio del estudio.

Las células KPC4662 se obtuvieron de la Universidad de Pensilvania y se
genomanipularon internamente para que expresaran CEA humano. Las células se
cultivaron en DMEM + FBS al 10 % + Higromicina 500 pg/ml. Las células MC38 que
expresan CEA humano se obtuvieron del Beckman Research Institute de City of Hope.
Las células se cultivaron en DMEM + FBS al 10 % + Geneticina 500 pg/ml. Antes de la
inyeccion, se contaron las células y se inyectaron 500 000 células (MC38-huCEA) o
300 000 células (KPC4662-huCEA) en un volumen total de 100 pl, en una mezcla 1:1
con RPMI y Matrigel, por via subcutanea en el flanco de ratones que expresan CEA
humano. El crecimiento tumoral se midié al menos dos veces por semana usando un
calibre y el volumen tumoral se calculé como sigue: Volumen tumoral = (W?/2) x L (W:
ancho, L: Longitud).

En el estudio con MC38-huCEA (Figura 22), se aleatoriz6 a los ratones 21 dias
después de la inyeccién celular, cuando el tamafio del tumor alcanzé un promedio de
aproximadamente de 195 mm?3. Todos los ratones se inyectaron i.v. con 200 pl de la
solucién apropiada de vehiculo, P1AF4664, P1AF4674, aPD-L1 (clon 6E11), aPD-L1 +
P1AF4664 y aPD-L1 + P1AF4674 (P1AF4664, P1AF4674 3 veces por semana, 5
mg/kg y aPD-L1 dos veces por semana 5 mg/kg, para aPD-L1 la primera inyeccién se
administro i.p. a 10 mg/kg). Para obtener la cantidad adecuada de compuestos por 200
ul, las soluciones madre se diluyeron con tampodn de histidina (Histidina 20 mM, NacCl

140 mM, pH 6,0). En los dias 9 y 16 posteriores al inicio del tratamiento, se
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sacrificaron cinco ratones, o la cantidad de ratones supervivientes. Los tumores de
estos ratones se procesaron para los andlisis corriente abajo.

Las suspensiones de células individuales tumorales para el analisis por citometria de
flujo se obtuvieron digiriendo las muestras tumorales con liberasa y ADNasa. A
continuacién, las suspensiones de células individuales se tifieron, entre otros, para
CD45 murino, CEA humano PerCP-Cy5.5, Podoplanina murina PE-Cy7, CD31 murino
APC/Cy7 e ICAM APC. Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo Fortessa
de BD y los datos se analizaron en FlowJo.

En el estudio de KPC4662-huCEA (Figura 25), después de 16 dias de crecimiento
tumoral inicial de los ratones, cuando el tamafio de los tumores alcanzo
aproximadamente 140 mm?3, los ratones aleatorizaron y se trataron tres veces por
semana con tampoén de histidina (vehiculo) o P1AF4664 o P1AF4674 (10 mg/kg).
Todos los ratones se inyectaron por via i.v. con 200 pul de la solucién adecuada. Para
obtener la cantidad apropiada de compuestos por 200 ul, las soluciones madre se
diluyeron con tampén de histidina (Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0). El dia 6
posterior al inicio del tratamiento se sacrificaron cinco ratones de cada grupo. Los
tumores de estos ratones se procesaron para el andlisis histoldgico corriente abajo.
Para el analisis histol6gico por inmunofluorescencia (procesamiento tridimensional de
imagenes, 3DIP) los tumores se fijaron en solucion BD Cytofix, diluida 1:4 en PBS,
durante aproximadamente 20 horas. Después de lavarlos y transferirlos a PBS, los
tumores se incluyeron en agarosa de baja temperatura de gelificacion al 4 %. A partir
de estos bloques se cortaron secciones tumorales (de 70 um de grosor) usando un
vibratomo Leica VT1200s equipado con cuchillas de afeitar comunes. Posteriormente,
las secciones se permeabilizaron (TBS + Triton-X al 0,3 %) y se bloquearon usando
BSA y suero de ratdn (cada uno al 1%) durante dos horas antes de tefiirlas durante la
noche (aproximadamente 15 horas) a temperatura ambiente usando, entre otros, los
siguientes anticuerpos: PNAd/Meca79 (AF647) y CD31 (AF594). La adquisicion de
imégenes se realiz6 en un microscopio confocal invertido Leica SP8. La cuantificacion
de imégenes se llevo a cabo en Imaris 9.6 (Bitplane).

Para los datos de crecimiento tumoral, citometria de flujo, asi como el analisis 3DIP, la
representacion se realiz6 en GraphPad PRISM 8 y se ejecutaron pruebas Anova
unidireccional, con comparaciones multiples entre grupos, con una correccién Holm-
Sidak para pruebas multiples.

En el estudio de MC38-huCEA (Figura 22) observamos que el tratamiento con las
moléculas sustitutas anti FAP-LTBR P1AF4664 y P1AF4674 inhibe el crecimiento de
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los tumores MC38-huCEA en monoterapia y mejora la inhibicién del crecimiento
tumoral de aPD-L1 (Figuras 23A a 23C). La cinética de crecimiento tumoral muestra
que la inhibicién del crecimiento tumoral de los animales tratados empieza a ser visible
después de aproximadamente una semana de tratamiento (Figuras 23A y 23C). A los
12 dias posteriores al inicio del tratamiento, hay una diferencia estadisticamente
significativa del volumen tumoral entre el vehiculo y P1AF4674, asi como entre el
vehiculo y ambas combinaciones de aPD-L1 con P1AF4664 y P1AF4674. Ademas, la
combinacién de P1AF4674 y aPD-L1 muestra un volumen tumoral estadisticamente
significativo menor que la monoterapia con aPD-L1 (Figura 23B). Esto indica que el
formato 2+1 (P1AF4674) muestra una inhibicion del crecimiento tumoral superior en
comparacion con el formato 1+1 (P1AF4664).

El andlisis por citometria de flujo de suspensiones de células individuales tumorales en
el dia 9 y en el dia 16 posteriores al inicio del tratamiento revel6 una regulacién por
incremento de la molécula de adhesion ICAM en el endotelio tumoral tras el
tratamiento con moléculas sustitutas anti FAP-LTBR (Figuras 24A y 24B). P1AF4674,
que es un agonista de LTBR bivalente, es superior a la molécula monovalente
P1AF4664.

En el estudio de KPC4662-huCEA (Figura 25), 6 dias posteriores al inicio del
tratamiento observamos a través de analisis histolégico un incremento
estadisticamente significativo de la presencia de vénulas de endotelio alto (HEV) en el
tejido tumoral tras el tratamiento con las moléculas sustitutas anti FAP-LTBR
P1AF4664 y P1AF4674 (Figuras 26A, 26B y 26C).

5.3.4 Estudio in vivo de eficacia y farmacodinamica con moléculas sustitutas anti FAP-

LTBR en combinacién con anti-PD-L1 en modelo de cAncer de mama ortdpico.

Se evalud la eficacia y el efecto farmacodindmico sobre la activacion endotelial, la
secrecion de citocinas y la infiltracion inmunitaria del anticuerpo biespecifico anti-
FAP/anti-LTBR P1AG5459, en monoterapia 0 en combinacién con el inhibidor de
puntos de control aPD-L1, en ratones portadores de tumores de mama ortotépicos
(EMT®6). El modelo se caracteriza por un estroma con expresion abundante de FAP* y
un escaso infiltrado inmunitario, localizado principalmente en el borde del tumor al
inicio del estudio.

Las células EMT6 se obtuvieron de ATCC (CRL-2755). Las células se cultivaron en
DMEM + FCS al 15 %. Antes de la inyeccion, se contaron las células y se inyectaron 1
000 000 de células en un volumen total de 50 pl, en una mezcla 1:1 con RPMI y

Matrigel, en el paniculo adiposo mamario de ratones BALB/c. El crecimiento tumoral
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se midié al menos dos veces por semana usando un calibre y el volumen tumoral se
calculé como sigue: Volumen tumoral = (W?/2) x L (W: ancho, L: Longitud). En este
estudio, se definié a los que responden al tratamiento y a los que no responden al
tratamiento como aquellos con un volumen tumoral, en el punto temporal analizado,
inferior o superior al volumen tumoral al inicio del tratamiento, respectivamente.

Las suspensiones de células tumorales individuales para el analisis por citometria de
flujo y el analisis histolégico se realizaron como se describe en el apartado 5.3.3 con la
adicion de anticuerpos contra CD8 (BV421), CD4 (BV570) y B220 (BV711) al panel
histolégico.

Los niveles de quimiocinas en los lisados tumorales se evaluaron usando un kit BCA
(Thermo Scientific, kit de ensayo de proteinas Pierce BCA, #23225, US) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y la placa se ley6 en el lector ELISA Spectramax i3
(Molecular Devices, EE. UU.). A continuacion se utiliz6 el panel de quimiocinas de
raton Bio-Plex Pro™ 33-Plex (#12002231, BioRad, EE. UU.) para medir el nivel de
citocinas y quimiocinas en el lisado proteico. Las muestras se prepararon de acuerdo
con las instrucciones del fabricante en placas magnéticas de 96 pocillos (placas de
fondo plano Bio-Plex Pro™, #171025001, BioRad, EE.UU.). El ensayo se ley6 en la
maquina Flexmap 3D® (Luminex, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del programa
informatico xPonent®, version 4.2, proporcionado con la maquina.

En el estudio de EMT6 (Figura 27) observamos que el tratamiento con la molécula
sustituta anti FAP-LTBR P1AG5459 controla eficazmente los tumores ortotGpicos
EMT6 en monoterapia y mejora alin mas la inhibiciéon parcial del crecimiento tumoral
del tratamiento con anti PD-L1, induciendo la regresion tumoral (Figura 28A-B). Al
final del estudio, 3 ratones en el brazo de monoterapia y 5 ratones en el brazo de
combinacién estaban libres de tumor. Es importante destacar que el efecto de
inhibicion del crecimiento tumoral no se observa cuando los ratones se tratan con un
anticuerpo no dirigido (DP47)-LTBR (P1AG5461, Figura 28A-B), lo que demuestra el
efecto dependiente de FAP del anticuerpo biespecifico anti-FAP/anti-LTBR in vivo. El
andlisis por citometria de flujo de la suspension de células tumorales individuales el
dia 13 después del inicio del tratamiento revelé una regulacion por incremento
dependiente de FAP de las moléculas de adhesion ICAM (Figura 29A) y VCAM
(Figura 29B) en el endotelio tumoral en todos los grupos tratados con P1AG5459,
pero no con P1AG5461. La regulacion por incremento de las moléculas de adhesion
en el endotelio tumoral podria facilitar la migracion transendotelial de las células

inmunitarias de la sangre al tejido. Ademas, puede detectarse una abundante
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poblacion de HEV Meca79+ en los tumores tratados con P1AG5459 (Figura 29C). Las
HEV son vasos especializados para la extravasacién de linfocitos T no expuestos
previamente y de memoria en érganos linfoides y se han relacionado recientemente
con el incremento de la infiltracidbn inmunitaria en tumores (Asrir y col, Cancer Cell.
2022 Mar 14;40(3):318-334.€9. doi: 10.1016/j.ccell.2022.01.002). Las lecturas de PD
observadas fueron heterogéneas, pero se observa un mayor efecto sobre los niveles
de moléculas de adhesion en las células endoteliales y se observa un mayor
porcentaje de HEV en los tumores caracterizados como que responden al tratamiento
(cuadrados abiertos, o) en comparaciéon con los que no responden al tratamiento
(circulos cerrados, e, Figura 29A-C). El analisis histolégico por inmunofluorescencia
confirmo el incremento significativo de la presencia de vénulas de endotelio alto
diferenciadas Meca79+ (Figura 30A) en los tumores tratados con P1AG5459 solo o en
combinacién con el anticuerpo aPD-L1. Las HEV se detectan mucho menos en los
tumores tratados con P1AG5461, lo que confirma la actividad dependiente de FAP de
FAP LTBR in vivo. El analisis histolégico revel6 ademas que el tratamiento con
P1AG5459 incrementa la infiltracion de linfocitos B (Figura 30D), linfocitos T CD8
(Figura 30B) y CD4 (Figura 30C) en el tumor. El incremento del infiltrado inmunitario
también fue heterogéneo, pero se observa un mayor nivel de infiltrado inmunitario en
los tumores que responden al tratamiento (cuadrados abiertos, o) en comparacion con
los que no responden al tratamiento (circulos cerrados, o). El incremento del infiltrado
inmunitario depende de FAP, ya que no se observa en el tratamiento con la molécula
no dirigida P1AG5461. El andlisis de los lisados tumorales revel6 un incremento de las
cantidades de las quimiocinas CXCL13 (Figura 31A), CCL5 (Figura 31B) y CXCL10
(Figura 31C) en respuesta al tratamiento con P1AG5459. La regulacion por
incremento de las quimiocinas en la zona tumoral en respuesta al tratamiento con
FAP-LTBR puede mediar en la atraccion de méas células inmunitarias al sitio tumoral.

5.3.5 Estudio de eficacia in vivo con molécula sustituta anti FAP-LTBR vy grupos con

disminucién de linfocitos T y B en un modelo de cAncer de mama ortotdpico.

La dependencia de la eficacia antitumoral de P1AG5459, en monoterapia, se evalud
en ratones agotados de linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 o células B que expresan
CD20* y portadores de tumores de mama ortotopicos (EMT6). El modelo se
caracteriza por un estroma con expresion abundante de FAP* y un escaso infiltrado
inmunitario, localizado principalmente en el borde del tumor al inicio del estudio.

Las células EMT6 se obtuvieron de ATCC (CRL-2755). Las células se cultivaron en

DMEM + FCS al 15 %. Antes de la inyeccion, se contaron las células y se inyectaron



10

15

20

25

30

35

253

100 000 células en un volumen total de 50 ul, en una mezcla 1:1 con RPMI y Matrigel,
en el paniculo adiposo mamario de ratones BALB/c. El crecimiento tumoral se midi6 al
menos dos veces por semana usando un calibre y el volumen tumoral se calculé como
sigue: Volumen tumoral = (W%2) x L (W: ancho, L: Longitud). La disminucién de
linfocitos T CD4/CD8 se llevd a cabo mediante la inyeccion de 150 microgramos de
anti-CD4 (GK1.5) o anti-CD8 (2.43) los dias 4, 5, 6, 9 y 16 por via intraperitoneal. La
disminucion de células B se llevé a cabo mediante la inyeccion de 250 microgramos de
anti-CD20 (SA271G2) el dia 8 por via intravenosa.

Para los datos de crecimiento tumoral, la representacion se realiz6 en GraphPad
PRISM 8 y se ejecutaron pruebas Anova unidireccional, con comparaciones multiples
entre grupos indicados, con una correccion Holm-Sidak para pruebas multiples.

En este estudio confirmamos que el tratamiento con la molécula sustituta anti FAP-
LTBR P1AG5459 controla eficazmente los tumores ortotépicos EMT6 en monoterapia
(véanse las Figuras 32A a 32C). También mostramos que, en ausencia de linfocitos T
CDS8, los tumores tratados con vehiculo y con P1AG5459 crecen de forma similar con
rapidez. En el dia 15, cuando aln quedaban mas de 3 animales por grupo, un analisis
estadistico indic6 que no habia diferencias estadisticamente significativas en el
volumen tumoral entre los grupos de vehiculo y PLAG5459 con disminucién de CD8, lo
que demuestra que las linfocitos T CD8 son necesarios para mediar la eficacia de
P1AG5459 en el modelo tumoral EMT6 (Figura 32B). De forma similar, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el volumen tumoral entre los grupos de
vehiculo y de P1AG5459 con disminucion de CD4 y entre los grupos de vehiculo y de
P1AG5459 con disminucién de CD4 que expresan células B CD20*, que se analizaron
en el dia 20 (Figura 32C), lo que sugiere que los linfocitos CD4 y B también
desempefian un papel en la mediacion de la eficacia de PLAG5459.

5.3.6 Estudio farmacodinamico in vivo con una molécula sustituta anti FAP-LTBR en

un _modelo ortotépico de CRC que alberga mutaciones en Apc/KrasG12D/p53
shRNA/Smad4.

Los efectos farmacodindmicos de P1AG5459, en monoterapia, se evaluaron en

ratones portadores de tumores de CRC ortotopicos (modelo organoide AKPS). El
modelo se caracteriza por un estroma con expresion abundante de FAP* y un muy
escaso infiltrado inmunitario, como mucho, localizado principalmente en el borde del
tumor al inicio del estudio.

Los organoides de cancer colorrectal AKPS (organoides intestinales de ratdn

genomanipulados por medio de CRISPR-Cas9 para albergar mutaciones en Apc,
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KrasG12D (Insercién), p53 (Inactivacion) y Smad4) se obtuvieron de Genentech. Los
organoides se cultivaron en un medio que contenia suplemento B-27™ (Gibco™), N,
DMEM/F-12 avanzado (Gibco™) mas glutamina y HEPES. Antes de la inyeccion, se
contaron los organoides y se inyectaron 200 organoides en un volumen total de 50 pl
del mismo medio descrito anteriormente, en la submucosa del colon (por medio de
colonoscopia) de ratones C57BL/6-N. El crecimiento tumoral se monitore6
semanalmente por medio de colonoscopia.

La cosecha del tumor se llevé a cabo cuando fue necesario sacrificar a los ratones de
acuerdo con las directrices locales o, por ultimo, en el dia 50 posterior a la
implantaciéon. Para el andlisis histolégico por inmunofluorescencia (procesamiento
tridimensional de imagenes, 3DIP) los tumores se fijaron en soluciéon de tampén de
fijacion BD Cytofix™, diluida 1:4 en PBS, durante aproximadamente 20 horas.
Después de lavarlos y transferirlos a PBS, los tumores se incluyeron en agarosa de
baja temperatura de gelificacion al 4 %. A partir de estos bloques se cortaron
secciones tumorales (de 70 um de grosor) usando un vibratomo Leica VT1200s
equipado con cuchillas de afeitar comunes. Posteriormente, las secciones se
permeabilizaron (TBS + Triton-X al 0,3 %) y se bloquearon usando BSA y suero de
ratbn (cada uno al 1%) durante dos horas antes de tefiirlas durante la noche
(aproximadamente 15 horas) a temperatura ambiente usando, entre otros, los
siguientes anticuerpos: Ki67 (AF532), B220 (AF647), CD8 (Bv421), CD4 (BV570),
CDl11c (BVv480), PD1 (PE), TCF1 (AF488), PNAd/Meca79 (AF647) y CD31 (AF594).
La adquisicion de imagenes se realizé en un microscopio confocal invertido Leica SP8.
La preparacion de imagenes se llevd a cabo en Imaris 9.9 (Bitplane). Todas las
tinciones, excepto una, se llevaron a cabo en la misma seccién (indicada en la Figura
34).

Como se observd en otros modelos de ratén, confirmamos que el tratamiento con
P1AG5459 induce la diferenciacion de HEV Meca79+ (Figura 33). Es importante
destacar que las HEV se desarrollan dentro del tumor, pero no en el tejido de colon
normal adyacente (Figura 33). Ademas, el tratamiento con P1AG5459 incrementd
drasticamente el nimero de linfocitos T CD8 en el tumor (Figura 33). Ademas, en una
muestra de un ratdn que recibi6 tratamiento con P1AG5459 y que se sacrifico en el dia
50, observamos que el infiltrado inmunitario tumoral se organizé por si mismo en una
estructura linfoide terciaria (TLS), caracterizada por la presencia de células mieloides

CD11c, zonas diferenciadas de linfocitos B y T, un centro de linfocitos B proliferantes y
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que contenia linfocitos T activados (PD1+) y linfocitos T que expresan el marcador de
troncalidad TCF1 (Figura 34).

Este estudio demostré no sdélo que el tratamiento con PLAG5459 puede incrementar el
contenido de células inmunitarias y VHE dentro del tumor, sino que también permite la
formacion de estructuras linfoides terciarias que se conoce que se correlacionan con
una mejor respuesta al tratamiento con inhibidores de puntos de control en diversos
canceres (Schumacher y Thommen, DOI: 10.1126/science.abf9419).

En conjunto, los datos descritos en el Ejemplo 5 muestran que los novedosos
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR son eficaces in vivo y son capaces de
controlar el crecimiento tumoral en un modelo de cancer colorrectal y cancer de mama
inmunoexcluido. Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR hicieron sinergia
con el inhibidor de puntos de control anti PD-L1, lo que sugiere que los anticuerpos
biespecificos anti-FAP/anti-LTBR pueden utilizarse para mejorar la respuesta a los
inhibidores de puntos de control en la clinica. Los datos también demuestran que los
anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR modulan el microambiente tumoral,
especialmente la vasculatura tumoral, regulando por incremento las moléculas de
adhesion y diferenciando los vasos hacia un fenotipo HEV, y mediante la induccion de
la secrecion de quimioatrayentes. Conjuntamente, estos efectos mejoran la infiltracion
inmunitaria en el tumor y el incremento del contenido de células inmunitarias esta
mediando la eficacia antitumoral de los novedosos anticuerpos biespecificos anti-
FAP/anti-LTBR, que hemos demostrado en el modelo de cancer de mama ortotdpico.
Ademads, los novedosos anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR pueden
impulsar la formacion de estructuras linfoides terciarias, como se observé en un
modelo de cancer colorrectal ortotépico.

Ejemplo 6

Comparacion y superioridad de anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR
con respecto a anticuerpos anti-LTBR conocidos

6.1 Efecto de los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR sobre las células

endoteliales in vitro

Para comparar funcionalmente anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR que
contienen anticuerpo anti-LTBR P1AE9459 o anticuerpos anti-LTBR conocidos CBE11
(como se describe en el documento US 7,429,644 B2) y BHA10 (como se describe en
el documento US 7,429,645 B2), los cultivos conjuntos de células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC) y células NIH-3T3 que sobreexpresan FAP humana se

trataron con moléculas biespecificas y se midieron los niveles de la molécula de
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adhesion ICAM en HUVEC mediante analisis FACS como se describe en el apartado
5.2.2.

Todas las moléculas biespecificas sometidas a prueba regulan por incremento ICAM
en las células endoteliales en presencia de FAP con una potencia similar (Figura
35A). La mayoria de las moléculas son inactivas en ausencia de FAP (Figura 35B),
sin embargo, un anticuerpo biespecifico que contiene CBE11 como dominio de union a
antigeno agonista de LTBR (P1AE1079) muestra cierta actividad en ausencia de FAP
a dosis altas, lo que sugiere la superioridad de los formatos biespecificos que
contienen el novedoso anticuerpo agonista anti-LTBR o BHA10 sobre el clon de
anticuerpo CBE11.

6.2 Los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se unen a LTBR humano,
de cynomolgus y murino en células

Para comparar la capacidad de los anticuerpos biespecificos que contienen el
anticuerpo anti-LTBR P1AE9459 y los anticuerpos anti-LTBR conocidos CBE11l y
BHAL0 para unirse a LTBR humano, de mono cynomolgus (cyno) y murino en células,
los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se incubaron con células
genomanipuladas para expresar LTBR humano, cyno o de ratén y su union se midié
por citometria de flujo como se describe en el apartado 5.1.

Todos los anticuerpos biespecificos anti-FAP/anti-LTBR se unen a LTBR humano en
células de forma similar, sin embargo P1AE1079 se une a LTBR humano de forma
menos eficaz que los anticuerpos biespecificos que contienen BHAL10 o el anticuerpo
anti-LTBR P1AE9459. Ademas, los anticuerpos biespecificos con union monovalente a
LTBR (formato 1+1) que contienen BHA10 se unen peor a LTBR humano que las
moléculas con unién bivalente a LTBR (tanto para BHA10 como para el novedoso
anticuerpo anti-LTBR P1AE9459) (Figura 36A).

Los anticuerpos biespecificos que contienen el novedoso anticuerpo anti-LTBR
P1AE9459 o BHA10 se unen de forma similar a LTBR cyno, sin embargo, una
molécula biespecifica que contiene CBE11 no se une a LTBR cyno (Figura 36B) de
acuerdo con el Ejemplo 5.1. La reactividad cruzada con cynomolgus es una ventaja
importante de los novedosos anticuerpos biespecificos, ya que permitira la
investigacion del perfil de toxicidad en una especie relevante. Dado que LTBR es una
diana ampliamente expresada, es de gran importancia desvelar los potenciales efectos
toxicolégicos in vivo.

De forma interesante, solo las moléculas biespecificas que contienen el novedoso

anticuerpo anti-LTBR P1AE9459 se unen a LTBR murino en células, mientras que las
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moléculas biespecificas que contienen anticuerpos conocidos CBE11 o BHA10 no
presentan reaccion cruzada con LTBR murino (Figura 36C). Estos datos sugieren que
el novedoso anticuerpo anti-LTBR P1AE9459 se une a un epitopo distinto que permite
la reactividad cruzada entre tres especies a pesar de la baja identidad entre el LTBR
humano y de ratén (69 % de alineacién del DEC humano y de ratén). La unién a LTBR
murino es una ventaja importante de los novedosos anticuerpos biespecificos, ya que
permite la investigacion directa de la eficacia in vivo y los efectos farmacodinamicos
del mismo aglutinante en modelos singénicos relevantes, ya que requiere sélo la
murinizacion de la cadena principal. Los modelos singénicos que reflejan diferentes
biologias tumorales humanas pueden guiar la exploracion de estrategias de
combinacién relevantes y estrategias de seleccibn de pacientes para informar el
desatrrollo clinico.

6.3 Comparacion de la unién a LTBR mediante resonancia de plasmones
superficiales (SPR)

El comportamiento de unién del nuevo anticuerpo agonista anti-LTBR P1AE9459 se
compar6 con el de los anticuerpos anti-LTBR conocidos CBE11 y BHA10. La union de
los anticuerpos IgG anti-LTbR a LTBR humano, de cynomolgus y murino se investigé
mediante resonancia de plasmones superficiales usando un instrumento Biacore T200
0 Biacore 8K (Cytiva). Todos los experimentos se ejecutaron a 25 °C usando HBS-P
(Cytiva #BR-1006-71) como tampon de migracion y dilucién. Se inmovilizé un
anticuerpo especifico anti-lgG humana PG LALA en un chip sensor CM5 o CM3 de la
serie S usando la quimica estandar de acoplamiento de aminas. Las IgG anti-LTBR se
capturaron en la superficie llevando a niveles de captura entre 10 y 100 RU. Se
inyectaron LTBR humano, de cynomolgus o murino (P1AE7979, P1AE4411 o
P1AE4410, respectivamente) durante 120 s con concentraciones de 3,7 a 300 nM
(serie de dilucién 1:3) en la superficie (fase de asociacién) a un caudal de 30 pl/min. La
fase de disociacion se monitoreé durante 600 s mediante un lavado con tampén de
migracion. La superficie se regenerd mediante la inyeccion de NaOH 10 mM durante
60 s a un caudal de 5 pl/min. Las diferencias totales del indice de refraccion se
corrigieron mediante sustraccion de la respuesta obtenida de una superficie de
referencia. Las inyecciones en blanco también se sustrajeron (doble referencia). Los
sensogramas registrados se ajustaron a un modelo de unién Langmuir 1:1 usando el
programa informatico BlAevaluation. Las constantes de velocidad de asociacion y
disociacion, asi como las afinidades respectivas (constante de disociacion de equilibrio

KD) se han resumido en la Tabla 18 a continuacion. El novedoso anticuerpo agonista
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anti-LTBR P1AE9459 presenta reaccion cruzada con LTBR humano, de cynomolgus y
murino, mientras que CBE11 sélo se une a LTBR humano y BHA10 presenta reaccion
cruzada con LTBR humano y de cynomolgus, pero no se une a LTBR murino. Las
afinidades de P1AE9459 y BHAL10 a LTBR humano son comparables (0,3 nM frente a
0,5 nM, respectivamente), mientras que la afinidad de CBE11 a LTBR humano es ~3
veces menor que la de P1AE9459. En comparacion con los anticuerpos conocidos
CBE1l1 y BHA10, P1AE9459 es el anticuerpo mas afin al LTBR humano y de
cynomolgus y el Unico que presenta reaccion cruzada con el receptor murino.

Tabla 18: Comparacién de cinética de union de anticuerpos IgG anti-LTBR a
LTBR humano, de cynomolgus y murino determinada mediante SPR

lgG anti-LTBR | antigeno Ka (1/ms) Kd (1/s) KD T1/2 (min)
(nM)

LTBR hu 7,95E+05 2,17E-04 0,3 53
gﬁ‘_)g?%g LTBR cyno 6,41E+05 1,91E-04 0,3 61

LTBR mu 7,48E+05 7,95E-03 10,6 1
P1AE1873 LTBR hu 4,89E+06 5,43E-03 _ 1 2
(CBE11) LTBR cyno sin union

LTBR mu sin unién

LTBR hu 1,72E+06 8,53E-04 0,5 14
PLAHO119 LTBR cyno | 1,31E+06 | 1,54E-03 1,18 8
(BHA10) . —

LTBR mu Sin union

6.4 Determinacion del epitopo por espectrometria de masas de intercambio de
hidrégeno/deuterio (HDX)

Los epitopos del anticuerpo agonista anti-LTBR P1AE9459, asi como de CBE1l
(P1AE1873) y BHA10 (P1AH0119) se determinaron por espectrometria de masas de
intercambio de hidrégeno/deuterio. A modo de comparacion, también se determiné la
interfaz de unién de la construccion monocatenaria del ligando natural linfotoxina
humana a1p2 (P1AE1235) a LTBR humano (P1AH2680) que se clond de serina 28 a
metionina 227.

El LTBR humano se marcé con deuterio mediante incubacién en agua tamponada
deuterada (D:O) en ausencia de un anticuerpo o ligando (estado proteico 1) o en
presencia del anticuerpo principal P1AE9459 (estado proteico 2) o en presencia del
anticuerpo CBE11 (estado proteico 3) o en presencia de BHA10 (estado proteico 4) o
en presencia de la construccidon monocatenaria del ligando natural linfotoxina humana
a1B2 (estado proteico 5) durante diversas duraciones. Se utilizaron los siguientes
tampones e instrumentacion: Tampén H,O (histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 en
H20), tampén DO (histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 en D;0), y tampoén de
desactivacion (urea 4 M, KH,PO4 0,17 M, clorhidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina 0,3 M
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(TCEP), pH 2,8). Para el pipeteado y el marcaje, se utilizé un muestreador automatico
PAL HTC de Leap Technologies. Todas las muestras de marcaje (0 min, 15 segundos,
1, 10, 60 y 300 minutos de marcaje) se realizaron por triplicado.

Después de los distintos tiempos de marcaje, la reaccidén de intercambio se desactivo
mediante la adicion de tampon de extincion. Posteriormente, todas las muestras se
digirieron mediante la proteasa Nepentesina-2. Los péptidos resultantes se separaron
mediante UPLC de fase inversa y se identificaron mediante deteccion MS/MS usando
un espectrometro de masas Thermo Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribid™ (Thermo
Fisher Scientific). Para la evaluacion de los datos, para identificar los péptidos con
diferentes niveles de deuteracion de LTBR en los estados proteicos 1, 2, 3, 4 y 5,
respectivamente, se utilizaron las herramientas de programas informéaticos disponibles
comercialmente Peaks™ Studio de Bioinformatics Solutions, Inc. (BSI) y HDExaminer
de Sierra Analytics.

Mas detalladamente, los andlisis de las muestras marcadas con deuterio se realizaron
como sigue: las muestras marcadas y desactivadas se cargaron en un sistema
nanoACQUITY UPLC® de Waters® enfriado (0 °C) (Waters Corp., Milford, MA). La
digestién con la proteinasa aspartica nepentesina-2 (Affipro, # AP-PC-004) se realiz6
en linea a 20 °C. Los péptidos obtenidos se atraparon y desalaron a 0 °C durante 3
min (acido férmico al 0,23 % en agua, 200 pl/min, Waters™ VanGuard C18, 1,7 pum,
2,1x5 mm). Posteriormente se realiz6 una separaciébn en fase inversa (columna
Waters™ BEH C18, 1,7 um, 1x100 mm) usando un gradiente de 8-35 % con &cido
férmico al 0,23 % en acetonitrilo (pH 2,5) en 7 min para todas las muestras, a un
caudal de 40 pl/min.

El andlisis de masas se realizé con el espectréometro de masas Thermo Orbitrap
Fusion™ Lumos™ Tribid™ usando ionizacién por electronebulizaciéon de ion positivo.
Para la identificacion de péptidos usando la muestra de 0 min de tiempo de marcaje,
se utilizd disociacion colisional de alta energia (HCD) para la primera réplica,
disociacion por transferencia de electrones (ETD) para la segunda réplica y disociacién
por transferencia de electrones/colision de alta energia (EThcD) para la tercera réplica,
todo ello en modo de adquisicion dependiente de datos (DDA). Para todas las
mediciones de marcaje fue suficiente el modo de barrido completo.

En términos de evaluacion de datos, se utiliz6 Peaks™ Studio, Bioinformatics
Solutions Inc. (BSI) para la identificacion de péptidos de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. Se utiliz6 HDExaminer, Sierra Analytics, para determinar la

incorporacién de deuterio en los péptidos a partir de los diferentes tiempos de marcaje
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en comparacion con el control sin deuterar (tiempo de marcaje de 0 min) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Para determinar los epitopos se utilizé el mapa de
diferencias de deuteracién de HDExaminer, comparando los niveles de deuteracion en
los estados 2, 3, 4y 5 de las proteinas unidas, respectivamente, con el estado 1 de la
proteina no unida.

Los mapas de diferencias de deuteracion determinados para los diferentes anticuerpos
anti-LTBR asi como para el ligando natural linfotoxina humana a132 (P1AE1235) se
muestran en las Figuras 38A a 38D. Un sumario de las regiones epitopicas
correspondientes se muestra en Tabla 19 a continuacion. El epitopo de P1AE9459 se
solapa pero es distinto del epitopo del anticuerpo BHA10. El anticuerpo CBE11 se une
a un epitopo completamente diferente.

Tabla 19: Sumario de las regiones epitdpicas determinadas por espectrometria
de masas HDX

Anticuerpo o Region epitépica AA (de —a) en P1AH2680
ligando LTBR (UniProt P36941-1)
P1AE9459 -QCRCQPGMFCAAWALEC- 96-112 (123-139)
(SEQ ID NO:351)
P1AHO0119 -AWALECTHCELL- 107-118 (134-145)
(BHA10) (SEQ ID NO:352)
P1AE1873 -QTCRDQEKEYYEPQHR- 14-29 (41-56)
(CBE11) (SEQ ID NO:353)
-SRIRDTVC- 46-53 (73-80)
(SEQ ID NO:354)
P1AE1235 -SYNEHWNYLTICQL — 60-73 (87-100)
(linfotoxina a1B2 | (SEQ ID NO:355) 108-125 (135-152)
hu) -WALECTHCELLSDCPPGT —
(SEQ ID NO:356)

Si bien la invencién anterior se describié con cierto detalle a modo de ilustracion y
ejemplo a fin de que se entienda mejor, ni las descripciones ni los ejemplos deben
interpretarse como limitativos del alcance de la invencién. Las divulgaciones de todas
las patentes y literatura cientifica citadas en la presente se incorporan expresamente

en su totalidad como referencia.
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