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DESCRIPCION
Miembros de unién a LAG-3
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a miembros de unidén especifica que se unen al gen 3 de activacién de linfocitos
(LAG-3). Los miembros de unién especifica comprenden un sitio de union a antigeno LAG-3 que esté ubicado en dos
0 mas bucles estructurales de un dominio CH3 del miembro de unién especifica. Los miembros de unién especifica
de la invencién encuentran aplicacion, por ejemplo, en la terapia contra el cancer. Un miembro de unioén especifica
segun la presente invencién es una molécula de anticuerpo o fragmento del mismo.

Antecedentes de la invencion

El gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-3; CD223) es un miembro de la superfamilia de Ig, y estd genética y
estructuralmente relacionado con CD4 (aunque con solo un 20 % de identidad de secuencia). Al igual que CD4, LAG-
3 se une a moléculas de MHC de clase Il pero con mayor afinidad que CD4 (Kb = 60 nM). LAG-3 se expresa en células
T activadas, células NK, pDC, células B, células T yd y participa en la supresion inmunitaria, particularmente a través
de una expresion fuerte persistente en un porcentaje de células T reguladoras (Treg) (Liang et al., 2008).

El gen LAG-3 esta ubicado en el cromosoma 12 humano, adyacente al gen CD4, y abarca 8 exones. Existen cinco
transcritos alternativos, dos de los cuales generan productos proteicos: una proteina transmembrana de longitud
completa y una forma monomérica soluble cortada y empalmada alternativamente. El transcrito de longitud completa
codifica una proteina de 525 aminoacidos con un peso molecular de 70 kDa y tiene actividad funcional, mientras que
la forma soluble parece no unirse a moléculas de MHC de clase Il y su funcién es desconocida. La proteina LAG-3
humana de longitud completa tiene un 93 % de identidad de secuencia con LAG-3 de Macaca fascicularis (macaco
cangrejero) y un 70 % de identidad de secuencia con LAG-3 de Mus musculus (ratén doméstico).

LAG-3 es una proteina transmembrana con cuatro dominios extracelulares similares a Ig (D1-D4) y una porcién
citoplasmatica responsable de la sefializacion de LAG-3. El dominio citoplasmatico tiene un motivo EP (acido
glutamico/prolina) que se asocia con la proteina asociada a LAG-3 (LAP) asi como un motivo KIEELE que se cree que
se requiere para la modulacién por LAG-3 de la funcién de células T. Informes sobre el papel del motivo EP sugieren
que puede ser responsable del trafico de LAG-3 a la membrana de la superficie de células T (Bae et al., 2014), o
puede ser directamente responsable de modular la sefializacién aguas abajo de STATS durante la activacion de
células T (Durham et al., 2014), o posiblemente ambos.

Se cree que el mecanismo inmunosupresor de LAG-3 en células T esté dirigido por la reticulacion de LAG-3 en células
T activadas, dando como resultado una disminuciéon del flujo de calcio y la liberacién de IL-2 durante la activacion de
células T (Huard et al., 1997). En células presentadoras de antigeno (APC), la unién a moléculas de MHC Il por células
T reguladoras positivas para LAG-3 provoca una disminucion de la secrecién de I1L-12 y una regulacién por disminucién
de CD86 (Liang et al., 2008), una “sefial secundaria” de activacién, que da como resultado anergia de células T de
activacion inapropiada y/o una presentacion reducida de antigeno por las APC. Los modelos de ratén con inactivacion
para LAG-3 son viables, con solo linfohiperproliferacién leve (Workman et al, 2003), lo que indica que LAG-3 actla
como un modesto “freno” inmunitario.

También se ha propuesto que esta interacciéon supresora entre LAG-3 y MHC de clase Il se produce entre Treg y
células T positivas para CD4 (Sega et al., 2014). Las Treg suprimen la respuesta inmunitaria mediante la liberacion de
citocinas supresoras (tales como IL-10 y TGFp), la manipulacién del metabolismo inflamatorio (tal como adenosina
catabolizada por CD73), la regulacion de la maduracién de APC o la interaccién directa entre células T reguladoras y
células T efectoras. Existen pruebas en seres humanos de que las Treg positivas para MHC de clase Il son mas
supresoras que las Treg negativas para MHC de clase |l (Baecher-Allen et al, 2006) y suprimen activamente la
respuesta inmunitaria a través de la interaccién directa con LAG-3 expresada en células T efectoras. Aunque las Treg
negativas para LAG-3 pueden suprimir la proliferacion de células T convencionales, las células T CD4 y CD8 negativas
para LAG-3 son resistentes a la supresiéon inmunitaria de Treg. Se describidé que este proceso se produce entre las
células T humanas a través de un proceso conocido como trogocitosis (Sega et al, 2014) por lo que las Treg no solo
previenen la maduracion de APC sino que también adquieren MHC de clase |l para suprimir células T CD4 positivas
para LAG-3 sensibilizadas.

La expresién de LAG-3 también es un marcador de estimulaciéon antigénica repetida. En el cancer, las células T
comunmente adoptan un fenotipo “agotado”, que implica la expresién de inmunosupresores tales como PD-1, CTLA-
4, TIM-3 y LAG-3 (Wherry et al, 2011), donde las células tienen una incapacidad general para proliferar y secretar
quimiocinas adecuadamente en respuesta al antigeno. La inhibiciéon de estos supresores inmunitarios disminuye el
umbral inmunitario y (re)activa una respuesta antineoplasica apropiada por las células T. En modelos preclinicos, esto
se ha corroborado usando anticuerpos antagonistas contra LAG-3, CTLA-4 y PD-1 donde se observd una disminucién
en la carga tumoral. Se cree que la inhibicién de LAG-3 por anticuerpos antagonistas reactiva la respuesta inmunitaria
en el microentorno tumoral, donde la expresién de LAG-3 en células T positivas para CD4 y células T positivas para
CD8 esta asociada con un fenotipo agotado, y la expresion de LAG-3 en Treg esta asociada con potentes capacidades
inmunosupresoras. Los anticuerpos que bloquean LAG-3 aumentan la proliferacion de células T efectoras, la
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produccién de citocinas, la citotoxicidad y disminuyen la actividad supresora de Treg, lo que conduce a una disminucién
en el crecimiento tumoral.

En tumores humanos, se encontré una expresion aumentada de LAG-3 en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) de
carcinomas de células renales humanos y otros tumores, tales como melanomas y linfomas (Demeure et al., 2001,
Wolchock et al., 2013). De manera importante, LAG-3 también esta estrechamente correlacionada con la disfuncién
de células T en pacientes con infeccion virica cronica (Workman et al, 2005) y cancer (Workman et al, 2003). LAG-3
también se ha identificado como marcador de superficie para Treg infiltrantes de tumores en una variedad de canceres
humanos (Camisachi et al. 2010; Gandhi et al, 2006).

Anticuerpos monoclonales contra LAG-3 humana estan en desarrollo clinico para anular la supresién inmunitaria y
potenciar posiblemente la presentacion de antigenos en canceres (neoplasias malignas sélidas y hematolégicas).

LAG-525 e IMP-701 (Novartis AG), son anticuerpos humanos contra LAG-3 y han avanzado a estudios clinicos de
fase Il y |, respectivamente, en cancer de rifion (cancer de células cenales); cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC); céancer nasofaringeo; cancer colorrectal; melanoma; cancer gastrico y adenocarcinoma de la unién
gastroesofagica.

El anticuerpo anti-LAG-3 BMS-986016 (Bristol-Myers Squibb Company), estd actualmente en pruebas clinicas de
fase | para cancer de ovario; NSCLC; cancer colorrectal; cancer de cuello uterino; melanoma; cancer gastrico; cancer
de vejiga, carcinoma de células escamosas de cancer de cabeza y cuello; carcinoma de células renales y estudios de
fase Il en NSCLC; leucemia linfocitica cronica (CLL) con recidiva; leucemia linfocitica crénica (CLL) refractaria;
melanoma; linfoma no Hodgkin; linfoma de Hodgkin; linfoma difuso de células B grandes; linfoma indolente; linfoma
de células del manto; mieloma multiple refractario; y mieloma multiple con recidiva como monoterapia o como parte
de terapias de combinacion.

Otros anticuerpos contra LAG-3 también estan en desarrollo preclinico.

Se describe una combinacién de anticuerpos anti-LAG-3 y anti-PD-L1 en el tratamiento del cancer en Goding et al.,
“Combination of adoptive cell transfer, anti-PD-L1 and anti-LAG-3 antibodies for the treatment of recurrent tumors”,
Oncoimmunology, Landes Bioscience, vol. 2, n.® 8, 2013, paginas e25050-1.

Sin embargo, actualmente hay pocas terapias anti-LAG-3 en pruebas clinicas y ninguna ha sido aprobada para la
terapia, por lo que sigue existiendo la necesidad de desarrollar moléculas adicionales que se dirijan a LAG-3, que
puedan usarse en el contexto de la terapia contra el cancer.

Declaraciones de la invencion

Después de un amplio programa de cribado y maduracion de afinidad, los presentes inventores fueron capaces de
identificar diez miembros de unién especifica que comprenden un sitio de unién especifica para LAG-3 en el dominio
CHS3 de la molécula. Se demostré que estas moléculas tenian una alta afinidad tanto por LAG-3 humana como de
macaco cangrejero. Se espera que la alta afinidad por LAG-3 humana sea ventajosa en el tratamiento de, por ejemplo,
canceres que contienen linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) que expresan LAG-3 en pacientes humanos, mientras
que se espera que la alta afinidad por LAG-3 de macaco cangrejero, que es comparable a la afinidad por LAG-3 humana,
sea (til en la evaluacion de las propiedades de los miembros de union especifica en modelos de enfermedad de macaco
cangrejero. El motivo de esto es que es mas probable que los resultados obtenidos sean predictivos de los efectos del
miembro de unién especifica en pacientes humanos que cuando se somete a prueba una molécula que tiene una
variabilidad mas alta en su afinidad por LAG-3 humana y de macaco cangrejero en modelos de macaco cangrejero.

También se demostr6 que los miembros de unién especifica tenian una alta actividad en un ensayo de activacion de
células T, que se espera que sea predictivo de una eficacia mejorada en pacientes humanos a través de la inhibicién
potenciada de LAG-3.

Los inventores también prepararon versiones murinas sustitutas de los miembros de unién especifica que se unen a
LAG-3 murina y mostraron que eran capaces de inhibir significativamente el crecimiento tumoral en un modelo de
cancer de raton singénico cuando el miembro de unién especifica comprendia ademas un sitio de unién a antigeno
basado en CDR para un segundo antigeno tumoral. Basandose en el mecanismo de accién similar de LAG-3 de ratén
y humana en el entorno tumoral, se espera que estudios murinos que muestran eficacia en la disminucién de la carga
tumoral se traduzcan en beneficios terapéuticos clinicos en pacientes humanos con cancer. Basandose en estos datos,
se espera por lo tanto que los miembros de unién especifica encontraran aplicacién en métodos de tratamiento de
canceres que expresan LAG-3 en pacientes humanos.

Por tanto, la presente invencién proporciona un miembro de unién especifica que comprende un sitio de unién a
antigeno LAG-3 ubicado en un dominio CH3 del miembro de unién especifica, como se expone en las reivindicaciones.

El sitio de unién a LAG-3 comprende las secuencias de aminoacidos WDEPWGED (SEQ ID NO: 1) y PYDRWVWPDE
(SEQ ID NQ: 3). La secuencia de aminoacidos WDEPWGED esté ubicada en el bucle AB del dominio CH3 del miembro
de unién especifica y la secuencia de aminoacidos PYDRWVWPDE esta ubicada en el bucle EF del dominio CH3.
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La secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1 esta ubicada preferiblemente en los residuos 11 a 18 del
dominio CH3; y/o la secuencia de aminoéacidos expuesta en SEQ ID NO: 3 esta ubicada en los residuos 92 a 101 del
dominio CHS3; en donde la numeracion de los residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracion de
ImMunoGeneTics (IMGT).

El sitio de unién a antigeno LAG-3 del miembro de unién especifica puede comprender ademas una de las siguientes
secuencias, preferiblemente en el bucle CD del dominio CH3 del miembro de unién especifica:

(i) SNGQPENNY (SEQ ID NO 2, 8y 18);
(i) SNGQPEDNY (SEQ ID NO: 13);

(i) SNGYPEIEF (SEQ ID NO: 23);

(iv) SNGIPEWNY (SEQ ID NO: 28);

(v) SNGYAEYNY (SEQ ID NO: 33);

(vi) SNGYKEENY (SEQ ID NO: 38);

(vii) SNGVPELNV (SEQ ID NO: 43);
(vii) SNGYQEDNY (SEQ ID NO: 48).

Preferiblemente, el sitio de unién a antigeno LAG-3 del miembro de unién especifica comprende ademas una de las
siguientes secuencias, preferiblemente en el bucle CD del dominio CH3 del miembro de unién especifica: la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2, 28 o0 38 en el bucle CD del dominio CH3. Mas preferiblemente, el sitio de
unién a antigeno LAG-3 del miembro de unién especifica comprende ademas la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 2 en el bucle CD del dominio CH3.

La secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2, 8, 13, 18, 23, 28, 33, 38, 43 o 48 esta ubicada
preferiblemente en los residuos 43 a 78 del dominio CH3 del miembro de unién especifica, en donde los residuos
estan numerados segun el esquema de numeracién de IMGT.

La secuencia del dominio CH3 del miembro de union especifica, diferente de las secuencias del sitio de unién a
antigeno LAG-3, no esta particularmente limitada. Preferiblemente, el dominio CH3 es un dominio de inmunoglobulina
G humana, tal como un dominio CH3 de IgG1, IgG2, 1IgG3 o 1gG4, lo mas preferiblemente un dominio CH3 de IgG1
humana. Las secuencias de dominios CH3 de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana se conocen en la técnica.

En una realizacién preferida, el miembro de unién especifica comprende el dominio CH3 expuesto en SEQ ID NO: 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50, mas preferiblemente el dominio CH3 expuesto en SEQ ID NO: 5, 30 o 40, lo mas
preferiblemente el dominio CH3 expuesto en SEQ ID NO: 5. Alternativamente, el miembro de union especifica puede
comprender un dominio CH3 con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 % o al menos el 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50,
preferiblemente SEQ ID NO: 5, 30 o 40, mas preferiblemente SEQ ID NO: 5.

El miembro de unién especifica puede comprender ademas un dominio CH2. El dominio CH2 esté preferiblemente
ubicado en el extremo N-terminal del dominio CH3, como en el caso de una molécula de IgG humana. El dominio CH2
del miembro de unién especifica es preferiblemente el dominio CH2 de 1gG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 humana, mas
preferiblemente el dominio CH2 de IgG1 humana. Las secuencias de dominios de IgG humana se conocen en la
técnica. En una realizacién preferida, el miembro de unién especifica comprende un dominio CH2 de IgG con la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 53, o un dominio CH2 con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el
70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %,
al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 53.

En una realizacion preferida, el miembro de union especifica comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 6, 7,
11,12, 16, 17, 21, 22, 26, 27, 31, 32, 36, 37, 41, 42, 46, 47, 51 0 52, 0 una secuencia que tiene al menos el 70 %, al
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
6,7,11,12, 16, 17, 21, 22, 26, 27, 31, 32, 36, 37, 41, 42, 46, 47, 51 o0 52. Mas preferiblemente, el miembro de unién
especifica comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 6, 7, 31, 32, 41 0 42, 0 una secuencia que tiene al menos
el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % 0 al menos el 99 % de identidad de secuencia con la secuencia expuesta
en SEQID NO: 6, 7,31, 32,41 0 42. Aun mas preferiblemente, el miembro de unién especifica comprende la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 6 0 7, o una secuencia que tiene al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al
menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos
el 99 % de identidad de secuencia con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 60 7.
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Preferiblemente, el miembro de unién especifica comprende una regién bisagra de inmunoglobulina, o parte de la
misma, en el extremo N-terminal del dominio CH2. La regién bisagra de inmunoglobulina permite que las dos
secuencias de dominio CH2-CH3 se asocien y formen un dimero. Preferiblemente, la region bisagra, o parte de la
misma, es una regién bisagra de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana, o parte de la misma. Mas preferiblemente, la regién
bisagra, o parte de la misma, es una region bisagra de IgG1, o parte de la misma. La secuencia de la regién bisagra
de IgG1 humana se muestra en SEQ ID NO: 57. Una regién bisagra truncada adecuada que puede formar parte del
miembro de unién especifica se muestra en SEQ ID NO: 58. Esta region bisagra estaba presente en las moléculas de
Fcab sometidas a prueba en los ejemplos, mientras que una regién bisagra de longitud completa estaba presente en
el formato de mAb? simulado. Por tanto, el miembro de unién especifica comprende preferiblemente una regién bisagra
de inmunoglobulina, o parte de la misma, en el extremo N-terminal del dominio CH2, en donde la regién bisagra tiene
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 57 o SEQ ID NO: 58, o en donde la region bisagra tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de secuencia
con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 57 o 58. Alternativamente, el miembro de unién especifica puede
comprender una region bisagra de inmunoglobulina, o parte de la misma, en el extremo N-terminal del dominio CH2,
en donde la region bisagra comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 57, o un fragmento de la misma, en
donde dicho fragmento comprende al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve o
mas, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece o al menos catorce de los residuos de aminoacidos
de SEQ ID NO: 57.

Ademas del sitio de unién a antigeno LAG-3 en el dominio CH3 del miembro de unién especifica, el miembro de unién
especifica puede comprender ademas uno o mas sitios de unién a antigeno adicionales para crear una molécula bi- o
multi-especifica. Preferiblemente, el miembro de unién especifica comprende un sitio de unién a antigeno basado en
CDR. Los sitios de unién a antigeno basados en CDR se encuentran en moléculas de inmunoglobulina de origen
natural y su estructura se conoce bien en la técnica. Cuando el miembro de unién especifica comprende un sitio de
unién a antigeno basado en CDR, el miembro de unién especifica es preferiblemente una molécula de anticuerpo. La
molécula de anticuerpo no esta particularmente limitada, siempre que comprenda un dominio CH3 como se define en
el presente documento y un sitio de unién a antigeno basado en CDR. En una realizacién preferida, la molécula de
anticuerpo es una molécula de inmunoglobulina G humana, tal como una molécula de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4
humana, mas preferiblemente una molécula de IgG1 humana. Las secuencias de moléculas de inmunoglobulina G
humana se conocen en la técnica y la introduccion de un dominio CH3 o secuencia de dominio CH3 como se divulga
en el presente documento en tal molécula no presenta ninguna dificultad para el experto en la técnica.

Cuando el miembro de unién especifica comprende uno o mas sitios de unién a antigeno basados en CDR, el sitio de
union a antigeno basado en CDR se une preferiblemente a una molécula que es un modulador del sistema inmunitario.
Los ejemplos de moduladores del sistema inmunitario incluyen receptores inmunomoduladores y ligandos de
receptores inmunomoduladores. Preferiblemente, el sitio de unién a antigeno basado en CDR se une a un inhibidor o
activador del sistema inmunitario, lo mas preferiblemente un inhibidor del sistema inmunitario. Ejemplos de inhibidores
del sistema inmunitario preferidos son: proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), inmunoglobulina de
células T y proteina 3 que contiene dominio de mucina (TIM-3), CD73 y receptor del factor 1 estimulante de colonias
(CSF-1R). En ciertas realizaciones, el sitio de unién a antigeno basado en CDR no es un sitio de unién para PD-L1.

El miembro de unién especifica puede conjugarse ademas con un modulador del sistema inmunitario, molécula
citotéxica, radioisétopo o marcador detectable. El modulador del sistema inmunitario puede ser una molécula citotdxica
que es una citocina.

La presente invencién también proporciona un acido nucleico que codifica un miembro de unién especifica de la
invencion, asi como un vector que comprende tal acido nucleico, como se expone en las reivindicaciones.

También se proporciona una célula hospedadora recombinante que comprende un acido nucleico o el vector de la
invencion. Tal célula hospedadora recombinante puede usarse para introducir un miembro de unién especifica de la
invencion. Por tanto, también se proporciona un método para producir un miembro de unién especifica de la invencién,
comprendiendo el método cultivar la célula hospedadora recombinante en condiciones para la produccién del miembro
de union especifica, como se expone en las reivindicaciones. El método puede comprender ademas una etapa de
aislamiento y/o purificacién del miembro de unién especifica.

Se espera que los miembros de union especifica y los anticuerpos de la presente invencién encuentren aplicacion en
aplicaciones terapéuticas, en particular aplicaciones terapéuticas en seres humanos, tales como el tratamiento del
cancer. Por tanto, también se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un miembro de unién
especifica segun la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona un miembro de unién especifica de la invencion, para su uso en un método
de tratamiento del cancer en un paciente, como se expone en las reivindicaciones. Un paciente, como se denomina
en el presente documento, es preferiblemente un paciente humano. El tratamiento puede comprender ademas
administrar una vacuna antitumoral y/o un agente quimioterapico al paciente.

Los presentes inventores han mostrado que el tratamiento de TIL con un miembro de unién especifica segun la
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presente invencién que comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3 ubicado en un dominio CH3 del miembro de
unién especifica, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1, da como resultado una expresién reducida de LAG-3
por los TIL. Se espera que la reduccion en la expresién de LAG-3 reduzca el efecto inhibidor de LAG-3 y, de ese modo,
permita que los TIL superen el agotamiento. Una vez que los TIL se activan, se espera que sean capaces de reconocer
los neo-antigenos expresados por el tumor y de generar una respuesta contra el mismo, reduciendo de ese modo la
carga tumoral.

Por lo tanto, el miembro de union especifica de la invencién puede administrarse a un paciente en combinacién con un
segundo miembro de union especifica que se une a PD-L1, tal como una molécula de anticuerpo que se une a PD-L1.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un miembro de union especifica de la invencion,
para su uso en un método de tratamiento del cancer en un paciente, en donde el sitio de unién a antigeno basado en
CDR del miembro de unién especifica se une a una molécula que es un modulador del sistema inmunitario, y en donde
el método comprende administrar el miembro de union especifica de la invencion, y un segundo miembro de unién
especifica que se une a PD-L1 al paciente.

El miembro de unién especifica de la invencion y el miembro de unién especifica que se une a PD-L1 pueden
administrarse al paciente simultaneamente, por separado o secuencialmente.

En este contexto, el miembro de unién especifica de la invencién puede no comprender un sitio de unién a antigeno
basado en CDR para un segundo antigeno. El miembro de unién especifica de la invencién, por lo tanto, solo puede
unirse a LAG-3.

El miembro de unién especifica que se une a PD-L1 puede ser una molécula de anticuerpo, o fragmento del mismo.
En la técnica se conocen moléculas de anticuerpo que se unen a PD-L1. La molécula de anticuerpo puede ser humana
o humanizada. La molécula de anticuerpo es preferiblemente una molécula de anticuerpo monoclonal. Ejemplos de
moléculas de anticuerpo son los isotipos de inmunoglobulina, tales como inmunoglobulina G, y sus subclases
isotipicas, tales como IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4, asi como fragmentos de las mismas. El miembro de unién especifica
que se une a PD-L1 no comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A muestra una alineacién de secuencia de los nueve Fcab identificados después de la segunda maduracién
de afinidad, FS18-7-32; F$18-7-33; F$18-7-36; FS18-7-58; FS18-7-62; FS18-7-65; FS18-7-78; FS18-7-88; y FS18-7-
95, contra el Fcab parental, FS18-7-9. La identidad de secuencia de cada uno de estos Fcab con la secuencia del
Fcab parental, FS18-7-9, se muestra en la Figura 1B.

La Figura 2 muestra que los Fcab anti-LAG-3 de raton sustitutos inhiben LAG-3 de ratén conduciendo a la liberacién
de miL-2 en un ensayo de activacion de células T DO11.10. El mAb anti-LAG-3 de ratén de referencia, CO9B7W,
muestra un aumento en la liberacién de miL-2, sin embargo, la liberacién maxima fue significativamente menor que la
de los Fcab anti-LAG-3 de raton. El Fcab WT no mostré actividad en este ensayo.

La Figura 3 muestra que el Fcab anti-LAG-3, FS18-7-9, en formato de mAb? simulado, inhibe LAG-3 de macaco
cangrejero conduciendo a la liberaciéon de mIL-2 en un ensayo de activacién de células T DO11.10. El mAb anti-LAG-
3 de referencia, 25F7, mostré6 un aumento en la liberacion de miL-2, sin embargo, la liberaciobn maxima fue
aproximadamente dos tercios de la del Fcab en el formato de mAb? simulado.

La Figura 4 muestra que moléculas de mAb? que comprenden el Fcab anti-LAG-3 de ratén sustituto, FS18-7-108-29 y
una region Fab especifica para TIM-3, CD73, CSF-1R o CTLA-4 murino, son capaces de reducir significativamente el
crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico MC38 en comparacién con ratones tratados con control de IgG.

La Figura 5 muestra el efecto del tratamiento con anticuerpos sobre la expresion de LAG-3 de células T. Se muestra
la expresién de LAG-3 en linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) con CD8 (A), CD4 (B) y FoxP3 (C) tratados con FS18-
29/4420, S1, FS18-29/4420 y S1, o el anticuerpo de control 4420 en los dias 19 y 23 después de la inoculacién del
tumor, correspondientes a los dias 3 y 7 después de la ultima dosificacién de mAb%anticuerpo, respectivamente. La
expresion de LAG-3 disminuy6 después del tratamiento con una combinacion de FS18-29/4420y S1 el dia 23, mientras
que FS18-29/4420 o S1 administrados individualmente dieron como resultado poca o ninguna disminucion en la
expresion de LAG-3.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a miembros de unién especifica que se unen a LAG-3. Especificamente, los miembros
de unién especifica de la presente invencién comprenden un sitio de union a antigeno LAG-3 ubicado en un dominio
CH3 del miembro de unién especifica, como se expone en las reivindicaciones. El término “LAG-3” puede referirse a
LAG-3 humana, LAG-3 murina y/o LAG-3 de macaco cangrejero, a menos que el contexto requiera lo contrario.
Preferiblemente, el término “LAG-3" se refiere a LAG-3 humana.

La expresién “miembro de unién especifica” describe una inmunoglobulina, o fragmento de la misma, que comprende
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un dominio constante, preferiblemente un dominio CH3, que comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3.
Preferiblemente, el miembro de unién especifica comprende un dominio CH2 y CH3, en donde el dominio CH2 o CH3,
preferiblemente el dominio CH3, comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3. En una realizacion preferida, el
miembro de unién especifica comprende ademas una regién bisagra de inmunoglobulina, o parte de la misma, en el
extremo N-terminal del dominio CH2. Tal molécula también se denomina fragmento Fc de unién a antigeno, o Fcab™,
en el presente documento. El miembro de union especifica puede producirse parcial o totalmente de manera sintética.

La expresién “miembro de unién especifica’, como se usa en el presente documento, incluye por tanto fragmentos,
siempre que dichos fragmentos comprendan un sitio de unién a antigeno LAG-3 ubicado en un dominio CH3 del miembro
de union especifica. A menos que el contexto requiera lo contrario, el término “miembro de unién especifica”, como se
usa en el presente documento, es por tanto equivalente a “miembro de unién especifica o fragmento del mismo”.

El miembro de unién especifica es una molécula de anticuerpo o fragmento del mismo. La molécula de anticuerpo
puede ser humana o humanizada. La molécula de anticuerpo es preferiblemente una molécula de anticuerpo
monoclonal. Ejemplos de moléculas de anticuerpo son los isotipos de inmunoglobulina, tales como inmunoglobulina
G, y sus subclases isotipicas, tales como IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, asi como fragmentos de las mismas.

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para producir
otros anticuerpos o moléculas quiméricas que conservan la especificidad del anticuerpo original. Tales técnicas
pueden implicar introducir las CDR, o regiones variables, en una inmunoglobulina diferente. La introduccion de las
CDR de una inmunoglobulina en otra inmunoglobulina se describe, por ejemplo, en los documentos EP-A-184187, GB
2188638A o EP-A-239400. Podrian emplearse técnicas similares para las secuencias relevantes de dominios
constantes que proporcionan el sitio de unién a antigeno LAG-3. Alternativamente, un hibridoma u otra célula que
produzca un miembro de unién especifica puede someterse a mutacién genética u otros cambios, que pueden o no
alterar la especificidad de unién de los anticuerpos producidos.

Un ejemplo de un fragmento de anticuerpo que comprende un dominio CH3 es un dominio Fc de un anticuerpo. Un
ejemplo de un fragmento de anticuerpo que comprende tanto secuencias de CDR como dominio CH3 es un
minicuerpo, que comprende un scFv unido a un dominio CH3 (Hu et al. (1996), Cancer Res., 56(13):3055-61).

El miembro de union especifica de la presente invencion se une a LAG-3. La unién en este contexto puede referirse a
una union especifica. El término “especifico” puede referirse a la situacion en la que el miembro de unién especifica
no mostrara ninguna unién significativa a moléculas distintas de su(s) pareja(s) de unién especifica, en este caso LAG-
3. El término “especifica” también es aplicable cuando el miembro de unién especifica es especifico para epitopos
particulares, tales como epitopos en LAG-3, que portan varios antigenos, en cuyo caso el miembro de unién especifica
sera capaz de unirse a los diversos antigenos que portan el epitopo.

LAG-3 comparte un 40 % de identidad de secuencia con CD4, su proteina mas estrechamente relacionada. Los
presentes inventores sometieron a prueba el Fcab FS18-7-9, que comprende las secuencias de aminoacidos
expuestas en SEQ ID NO 1 a 3, para la uniéon a CD4. El Fcab FS18-7-9 no mostré unién a CD4, demostrando que €l
miembro de unién especifica se une especificamente a LAG-3. Por tanto, en una realizacion preferida, el sitio de unién
a LAG-3 de un miembro de union especifica de la presente invencién no se une, o no muestra ninguna unién
significativa, a CD4.

Un miembro de unién especifica de la invencién comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3, como se expone en
las reivindicaciones. El sitio de unién a antigeno LAG-3 esta ubicado en un dominio CH3. El sitio de unién a LAG-3
comprende las secuencias de aminoacidos WDEPWGED (SEQ ID NO: 1) y PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3). Estas
secuencias estaban presentes en todos los clones de Fcab anti-LAG-3 lideres identificados por los presentes
inventores siguiendo un programa de cribado y caracterizacién extenso como se describe en los ejemplos.

Las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NO 1 y 2 estan ubicadas en bucles estructurales del dominio
constante del miembro de unién especifica, como se expone en las reivindicaciones. La introduccién de secuencias
en las regiones de bucle estructurales de dominios constantes de anticuerpos para crear nuevos sitios de unién a
antigeno se describe, por ejemplo, en los documentos WO2006/072620 y W02009/132876.

Los bucles estructurales de dominios constantes de anticuerpos incluyen los bucles AB, CD y EF. En el dominio CH3,
los bucles AB, CD y EF estan ubicados en los residuos 11-18, 43-78 y 92-101 del dominio CH3, donde la numeracién
de los residuos de aminodacidos es segun el esquema de numeracién de ImMunoGeneTics (IMGT). La secuencia de
aminodacidos expuesta en SEQ ID NO: 1 estd ubicada preferiblemente en el bucle AB del dominio constante. La
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3 esta ubicada preferiblemente en el bucle EF del dominio
constante. Mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1 esta ubicada en los residuos
11 a 18 del dominio CH3; y/o la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3 esta ubicada en los residuos
92 a 101 del dominio CH3, en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segun el esquema de
numeracion de IMGT.

Ademas, el miembro de unién especifica comprende preferiblemente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 2, 8, 13, 18, 23, 28, 33, 38, 43 0 48, mas preferiblemente SEQ ID NO: 2, 28 o 38, aun mas preferiblemente
SEQ ID NO: 2, en un bucle estructural de un dominio constante del miembro de unién especifica. El bucle estructural
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es preferiblemente el bucle CD y el dominio constante es preferiblemente el dominio CH3. La secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2, 8, 13, 18, 23, 28, 33, 38, 43 0 48 esta ubicada preferiblemente en los residuos
43 a 78 del dominio CH3, en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracion
de IMGT.

Un miembro de unién especifica de la invencién puede comprender ademas un residuo de acido glutamico (E) en la
posicion 36 y/o un residuo de tirosina (Y) en la posicion 85.2 del dominio CH3 (como se muestra en la Figura 1A), en
donde la numeraciéon de los residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracién de IMGT. En particular, un
miembro de unién especifica que comprende la region de bucle estructural CD expuesta en SEQ ID NO: 8 comprende
ademas preferiblemente un residuo de acido glutamico (E) en la posicién 36 del dominio CH3. De manera similar, un
miembro de unién especifica que comprende la regién de bucle estructural CD expuesta en SEQ ID NO: 18 comprende
preferiblemente ademas un residuo de tirosina (Y) en la posicién 85.2 del dominio CH3.

En una realizacion preferida, el miembro de unién especifica de la invencién comprende un dominio CH3 que
comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50,
preferiblemente un dominio CH3 con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, 30 o 40, mas preferiblemente, un
dominio CH3 con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5.

El miembro de unién especifica de la invencién puede comprender un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste
en la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50, en donde la secuencia del dominio
CH3 comprende ademas un residuo de lisina (K) en el extremo C-terminal inmediato de la secuencia mostrada en
SEQ ID NO: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50. Asi, por ejemplo, el miembro de unién especifica de la invencién
puede comprender un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5 con
un residuo de lisina en el extremo C-terminal de la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 5. La secuencia de tal dominio
CH3 seria entonces la siguiente:

GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSELTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVYPYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 88)

Ademas, el miembro de unién especifica de la invencién puede comprender un dominio CH2 de una molécula de
inmunoglobulina G, tal como un dominio CH2 de una molécula de 1gG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Preferiblemente, el
miembro de unién especifica de la invencién comprende un dominio CH2 de una molécula de IgG1. El dominio CH2
puede tener la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 53.

El dominio CH2 del miembro de unién especifica puede comprender una mutacién para reducir o anular la unién del
dominio CH2 a uno o mas receptores de Fc v, tales como FcyRI, FcyRlla, FeyRlIlb, FeyRIll y/o complemento. Los
dominios CH2 de dominios de IgG humana normalmente se unen a receptores de Fc y y complemento y los inventores
postulan que la unién reducida a receptores de Fc y reducira la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC) y la unién reducida al complemento reducira la actividad de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) del miembro de unién especifica. Las mutaciones para reducir o anular la unién del dominio CH2
a uno o mas receptores de Fc y y el complemento se conocen € incluyen la “mutacion LALA” descrita en Bruhns, et
al. (2009) y Xu et al. (2000). Por tanto, el miembro de unién especifica puede comprender un dominio CH2, en donde
el dominio CH2 comprende residuos de alanina en las posiciones 4 y 5 del dominio CH2, en donde la numeracién es
segun el esquema de numeracién de IMGT. Por ejemplo, el miembro de unién especifica comprende un dominio CH2
de IgG1 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 54.

Un miembro de unién especifica segun la presente invencién puede comprender un segundo sitio de unién a antigeno,
preferiblemente un sitio de unién a antigeno basado en CDR. La expresién “sitio de unién a antigeno basado en CDR”
se refiere al sitio de unién a antigeno de una regién variable de miembro de unién especifica que se compone de seis
residuos de CDR.

El segundo sitio de unién a antigeno es preferiblemente especifico para un antigeno tumoral. Mas preferiblemente, el
segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a una molécula que es un modulador del sistema inmunitario, tal como
un receptor inmunomodulador o un ligando para un receptor inmunomodulador. Por ejemplo, el segundo sitio de unién
a antigeno puede unirse a una molécula que es un inhibidor o activador del sistema inmunitario, preferiblemente un
inhibidor del sistema inmunitario. Los ejemplos de inhibidores del sistema inmunitario incluyen proteina 4 asociada a
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), inmunoglobulina de células T y proteina 3 que contiene dominio de mucina (TIM-3) y
receptor del factor 1 estimulante de colonias (CSF1R).

Las moléculas de anticuerpo contra un antigeno dado, tal como un antigeno tumoral, y la determinacién de las
secuencias de CDR de tal molécula de anticuerpo, estan dentro de las capacidades del experto en la técnica y se
conocen muchas técnicas adecuadas en la técnica. Ademas, en la técnica se conocen anticuerpos, incluyendo las
secuencias de CDR, contra diversos moduladores del sistema inmunitario. Por lo tanto, el experto en la técnica no
tendria dificultad para preparar un miembro de unién especifica que comprenda, ademas de un sitio de unién a LAG-
3 como se describe en el presente documento, un sitio de unién a antigeno basado en CDR para un segundo antigeno.

Los miembros de unién especifica de la presente invencion también pueden comprender variantes del bucle
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estructural, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, CDR, dominio VH, dominio VL, secuencias de cadena
ligera o cadena pesada divulgadas en el presente documento, siempre que estén dentro del alcance de las
reivindicaciones. Pueden obtenerse variantes adecuadas por medio de métodos de alteracion de secuencias, o
mutacion, y cribado. En una realizacién preferida, un miembro de unién especifica que comprende una o mas
secuencias variantes retiene una o mas de las caracteristicas funcionales del miembro de unién especifica parental,
tal como especificidad de unién y/o afinidad de unién por LAG-3. Por ejemplo, un miembro de unién especifica que
comprende una o0 mas secuencias variantes se une preferiblemente a LAG-3 con la misma afinidad, o una afinidad
mayor, que el miembro de unién especifica (parental). El miembro de unién especifica parental es un miembro de
union especifica que no comprende la(s) sustitucion/sustituciones, delecidn/deleciones y/o insercién/inserciones de
aminoacidos que se han incorporado en el miembro de unién especifica variante.

Por ejemplo, un miembro de unién especifica de la invencién puede comprender un bucle estructural, dominio CH3,
dominio CH2, dominio CH2 y CH3, CDR, dominio VH, dominio VL, secuencia de cadena ligera o cadena pesada que
tiene al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,1 %, al menos el 99,2 %, al
menos el 99,3 %, al menos el 99,4 %, al menos el 99,5 %, al menos el 99,6 %, al menos el 99,7 %, al menos el 99,8 %
o al menos el 99,9 % de identidad de secuencia con un bucle estructural, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y
CH3, CDR, dominio VH, dominio VL, secuencia de cadena ligera o cadena pesada divulgado en el presente
documento, siempre que esté dentro del alcance de las reivindicaciones.

En una realizacion preferida, el miembro de unién especifica de la invencion comprende una secuencia de dominio
CHS3 que tiene al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,1 %, al menos el 99,2 %, al
menos el 99,3 %, al menos el 99,4 %, al menos el 99,5 %, al menos el 99,6 %, al menos el 99,7 %, al menos el 99,8 %
o al menos el 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia de dominio CH3 expuesta en SEQ ID NO: 4, 5 o0 98.

En una realizacion preferida adicional, el miembro de unién especifica de la invencién comprende una secuencia de
dominio CH3 y CH2, que tiene al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,1 %, al menos
el 99,2 %, al menos el 99,3 %, al menos el 99,4 %, al menos el 99,5 %, al menos el 99,6 %, al menos el 99,7 %, al
menos el 99,8 % o al menos el 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia de dominio CH2 y CH3 expuesta
en SEQIDNO:607.

La identidad de secuencia se define cominmente con referencia al algoritmo GAP (paquete Wisconsin GCG, Accelerys
Inc., San Diego, EE. UU.). GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias completas que
maximiza el nimero de coincidencias y minimiza el numero de huecos. Generalmente, se usan parametros por
defecto, con una penalizacién de creacion de hueco = 12 y una penalizacién de extensiéon de hueco = 4. Puede
preferirse el uso de GAP pero pueden usarse otros algoritmos, por ejemplo BLAST (que usa el método de Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (que usa el método de Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-
2448), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-197), o el programa
TBLASTN, de Altschul et al. (1990) citado anteriormente, empleando generalmente parametros por defecto. En
particular, puede usare el algoritmo psi-Blast (Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402).

Un miembro de unién especifica de la invencién también puede comprender un bucle estructural, dominio CH3,
dominio CH2, dominio CH2 y CH3, CDR, dominio VH, dominio VL, secuencia de cadena ligera o cadena pesada que
tiene una o mas alteraciones de secuencia de aminoacidos (adicion, delecién, sustitucion y/o insercién de un residuo
de aminoacido), preferiblemente 20 alteraciones o menos, 15 alteraciones o menos, 10 alteraciones o menos, 5
alteraciones 0 menos, 4 alteraciones o0 menos, 3 alteraciones o menos, 2 alteraciones 0 menos, o 1 alteraciéon en
comparacién con un bucle estructural, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, CDR, dominio VH, dominio
VL, secuencia de cadena ligera o cadena pesada divulgado en el presente documento, siempre que esté dentro del
alcance de las reivindicaciones. En particular, pueden hacerse alteraciones en una o mas regiones marco del miembro
de unién especifica.

En una realizacién preferida, el miembro de unién especifica de la invenciéon puede comprender una secuencia de
dominio CH3 con una o mas alteraciones de la secuencia de aminoacidos (adicién, delecién, sustitucién y/o insercién
de un residuo de aminoécido), preferiblemente 20 alteraciones o menos, 15 alteraciones o menos, 10 alteraciones o
menos, 5 alteraciones o0 menos, 4 alteraciones o menos, 3 alteraciones o menos, 2 alteraciones 0 menos, o 1 alteracion
en comparacion con la secuencia de dominio CH3 expuesta en SEQ ID NO: 4, 5 0 98.

En una realizacion preferida adicional, el miembro de unién especifica de la invencién comprende una secuencia de
dominio CH3 y CH2, con una o mas alteraciones de secuencia de aminoacidos (adicién, delecién, sustitucion y/o
insercién de un residuo de aminoacido), preferiblemente 20 alteraciones o menos, 15 alteraciones o menos, 10
alteraciones 0 menos, 5 alteraciones o menos, 4 alteraciones o menos, 3 alteraciones o0 menos, 2 alteraciones o
menos, o 1 alteracion en comparacion con la secuencia de dominio CH2 y CH3 expuesta en SEQ ID NO: 6 0 7.

El miembro de unidn especifica de la invencion se une preferiblemente a LAG-3 con una afinidad (Kp) de 1 x 10° Mo
una afinidad mayor. Por ejemplo, el miembro de union especifica de la invencién puede unirse a LAG-3 con una
afinidad (Kp) de 8 x 10-1° M, o una afinidad mayor.
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La afinidad de unién de un miembro de unién especifica a un antigeno afin, tal como LAG-3, puede determinarse por
resonancia de plasmén superficial (SPR), por ejemplo. La afinidad de unién de un miembro de unién especifica a un
antigeno afin, tal como LAG-3, expresado en una superficie celular, puede determinarse por citometria de flujo.

Los Fcab tienen una interfaz de unién mas pequefia que los anticuerpos monoclonales ya que los sitios de unién de
los Fcab forman un fragmento de anticuerpo relativamente compacto con dos sitios de unién situados en estrecha
proximidad. En contraste, los brazos Fab de un mAb tipico estan separados por una region bisagra flexible. Los dos
sitios de unién a antigeno de un Fcab también estan espacialmente cerca uno del otro, en comparacién con aquellos
de un mAb tipico. Basandose en esta interfaz de union mas pequefia y la flexibilidad reducida de los dos sitios de
unién, fue sorprendente que los Fcab anti-LAG-3 pudieran unirse a e inhibir LAG-3 con afinidad y potencia similares a
las de un producto de referencia de anticuerpo monoclonal.

El miembro de union especifica de la presente invencion es preferiblemente capaz de unirse a LAG-3 expresada en
la superficie de una célula. La célula es preferiblemente una célula cancerosa.

Cuando el miembro de unién especifica comprende un segundo sitio de unién a antigeno, tal como un sitio de unién
a antigeno basado en CDR, especifico para un segundo antigeno, el miembro de unién especifica es preferiblemente
capaz de unirse simultaneamente a LAG-3 y al segundo antigeno. Preferiblemente, el miembro de unién especifica es
capaz de unirse simultaneamente a LAG-3 y al segundo antigeno, en donde la LAG-3 y el segundo antigeno se
expresan en la superficie de una sola célula, o en la superficie de dos células separadas.

El miembro de unién especifica de la invencién puede unirse a LAG-3 humana, LAG-3 murina y/o LAG-3 de macaco
cangrejero. Preferiblemente, el miembro de unién especifica de la invencién se une a LAG-3 humana.

En una realizacién, el miembro de unién especifica de la invencién no es un miembro de unién especifica, tal como
una molécula de anticuerpo, que comprende un sitio de unién a antigeno, tal como un sitio de unién a antigeno basado
en CDR, para PD-L1.

En ciertos ejemplos, el miembro de union especifica de la invencién no es un miembro de unién especifica, tal como
una molécula de anticuerpo, que comprende (i} un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1; y (ii) un sitio
de uni6én a antigeno LAG-3 ubicado en un dominio CH3 del miembro de union especifica.

En un ejemplo adicional, el miembro de union especifica de la invencion no es un miembro de unién especifica, tal
como una molécula de anticuerpo, que se une a PD-L1 y LAG-3, en donde la molécula de anticuerpo comprende:

(i} un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1;y
(i) un sitio de unién a antigeno LAG-3 ubicado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo,

en donde el sitio de unién a LAG-3 comprende las secuencias de aminoacidos WDEPWGED (SEQ ID NO: 1) y
PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3}, y en donde la secuencia de aminoacidos WDEPWGED esté ubicada en un primer
bucle estructural del dominio CH3 y la secuencia de aminoacidos PYDRWVWPDE esta ubicada en un segundo bucle
estructural del dominio CH3. El miembro de unién especifica de la presente invencién puede conjugarse con un agente
terapéutico o marcador detectable. En este caso, el miembro de unién especifica puede denominarse conjugado. Por
ejemplo, el miembro de unién especifica puede conjugarse con un modulador del sistema inmunitario, molécula
citotoxica, radioisétopo o marcador detectable. EI modulador del sistema inmunitario o la molécula citotéxica puede
ser una citocina. El marcador detectable puede ser un radiois6topo, por ejemplo, un radioisétopo no terapéutico.

El miembro de unién especifica puede conjugarse con el agente terapéutico o marcador detectable, por medio de un
enlazador o enlace peptidico, es decir, dentro de un polipéptido de fusion que comprende dicho agente terapéutico o
marcador detectable y el miembro de unién especifica o0 un componente de cadena polipeptidica del mismo. Otros
medios para la conjugacién incluyen conjugacion quimica, especialmente reticulacién usando un reactivo bifuncional
(por ejemplo, empleando DOUBLE-REAGENTS™ Cross-linking Reagents Selection Guide, Pierce).

Por tanto, el miembro de unién especifica y el agente terapéutico o marcador detectable pueden estar conectados
entre si directamente, por ejemplo, a través de cualquier enlace quimico adecuado o a través de un enlazador, por
ejemplo, un enlazador peptidico.

El enlazador peptidico puede ser uno corto (2-20, preferiblemente 2-15, residuos de amino&cidos). En la técnica se
conocen ejemplos adecuados de secuencias de enlazador peptidico. Pueden usarse uno o mas enlazadores
diferentes. El enlazador puede tener aproximadamente 5 aminoacidos de longitud.

El enlace quimico puede ser, por ejemplo, un enlace covalente o i6nico. Los ejemplos de enlaces covalentes incluyen
enlaces peptidicos (enlaces amida) y enlaces disulfuro. Por ejemplo, el miembro de unién especifica y el agente
terapéutico o de diagndéstico pueden estar unidos covalentemente. Por ejemplo, mediante enlaces peptidicos (enlaces
amida). Por tanto, el miembro de unién especifica y el agente terapéutico o de diagnéstico pueden producirse
(secretarse) como un polipéptido monocatenario.

La invencion también proporciona &cidos nucleicos aislados que codifican las moléculas de anticuerpos de la
10
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invencién. El experto no tendria dificultad para preparar tales acidos nucleicos usando métodos bien conocidos en la
técnica. Puede usarse un acido nucleico aislado para expresar el miembro de unién especifica de la invencioén, por
ejemplo, mediante expresion en una célula hospedadora bacteriana, de levadura, de insecto o de mamifero. Una
célula hospedadora preferida es una célula de mamifero tal como una célula CHO, HEK o NSO. El acido nucleico se
proporcionara generalmente en forma de un vector recombinante para la expresion.

El &cido nucleico aislado puede comprender, por ejemplo, la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 99, 4, 9, 14, 19, 24,
29, 34, 39, 44 0 49, que codifican los dominios CH3 de FS18-7-9 (secuencia de nucleétidos optimizada para codones
de CHO), FS18-7-9 (secuencia de nuclebtidos expresada en HEK293), FS18-7-32, FS18-7-33, FS18-7-36, FS18-7-
58, FS18-7-62, FS18-7-65, FS18-7-78, FS18-7-88 y FS18-7-95, respectivamente.

Células hospedadoras in vitro que comprenden tales acidos nucleicos y vectores son parte de la invencion, asi como
su uso para expresar los miembros de unién especifica de la invencion, que posteriormente pueden purificarse a partir
de un cultivo celular y opcionalmente formularse en una composicién farmacéutica. La presente invencién proporciona
ademas un método para producir el miembro de unioén especifica de la invencién, que comprende cultivar la célula
hospedadora recombinante de la invencién en condiciones para la produccion del miembro de unién especifica. Los
métodos para cultivar células hospedadoras adecuadas como se mencioné anteriormente se conocen bien en la
técnica. El método puede comprender ademas aislar y/o purificar el miembro de union especifica. El método también
puede comprender formular el miembro de unién especifica en una composicién farmacéutica, opcionalmente con un
excipiente farmacéuticamente aceptable u otra sustancia como se describe a continuacién.

Se sabe que LAG-3 se expresa en células del sistema inmunitario. En particular, se sabe que LAG-3 se expresa en
células T agotadas dentro del entorno tumoral, y un nimero limitado de células cancerosas. Ademas, los presentes
inventores han mostrado que el uso de un miembro de union especifica que se une a LAG-3 es eficaz en la supresion
del crecimiento tumoral en modelos de cancer de ratén singénico.

Por tanto, un miembro de unién especifica de la invenciéon puede usarse en un método para tratar cancer en un
paciente. El paciente es preferiblemente un paciente humano. Los métodos de tratamiento no forman parte de la
presente invencién.

Las células del cancer que van a tratarse usando el miembro de unién especifica de la invencion pueden expresar
LAG-3, por ejemplo, en su superficie celular. En una realizacién, puede haberse determinado que las células del cancer
que van a tratarse expresan LAG-3, por ejemplo, en su superficie celular. Por ejemplo, se ha demostrado que los
linfomas de células B expresan LAG-3 en su superficie celular. En la técnica se conocen métodos para determinar la
expresién de un antigeno en una superficie celular e incluyen, por ejemplo, citometria de flujo.

El ejemplo 3 mas adelante muestra que los miembros de unién especifica de la presente invenciéon pueden usarse
para tratar tumores con altos niveles de células inmunitarias que expresan LAG-3, tales como TIL que expresan LAG-
3, en ratones. Por tanto, ademas, o como alternativa, los tumores del cancer que van a tratarse usando los miembros
de union especifica de la invenciéon pueden comprender células inmunitarias que expresan LAG-3. Estan presentes
células inmunitarias que expresan LAG-3, tales como TIL que expresan LAG-3, entre las células tumorales en muchos
canceres. En una realizacién, se ha determinado que los tumores del cancer que van a tratarse usando el miembro de
unién especifica de la invencién contienen células inmunitarias que expresan LAG-3. En la técnica se conocen métodos
para determinar la presencia de células inmunitarias que expresan LAG-3 en un tumor o en la periferia del tumor.

Un cancer que va a tratarse usando un miembro de unién especifica de la invencién puede seleccionarse del grupo
que consiste en linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (tal como linfoma difuso de células B grandes, linfoma folicular,
linfoma indolente no Hodgkin, linfoma de células del manto), cancer de ovario, cancer de prostata, cancer colorrectal,
fibrosarcoma, carcinoma de células renales, melanoma, cancer pancreatico, cancer de mama, glioblastoma
multiforme, cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no pequefias), cancer de cabeza y cuello (tal
como carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), cancer de estdbmago (cancer gastrico), cancer de vejiga,
cancer de cuello uterino, cancer uterino, cancer vulvar, cancer testicular, cancer de pene, leucemia (tal como leucemia
linfocitica cronica, leucemia mieloide, leucemia linfoblastoide aguda o leucemia linfoblastoide crénica), mieloma
multiple, cancer de células escamosas, cancer testicular, cancer esofagico (tal como adenocarcinoma de la unién
gastroesofagica), sarcoma de Kaposi y linfoma del sistema nervioso central (SNC), carcinoma hepatocelular, cancer
nasofaringeo, carcinoma de células de Merkel y mesotelioma. Se sabe, o0 se espera, que los tumores de estos
canceres contienen células inmunitarias, tales como TIL, que expresan LAG-3.

El tratamiento de carcinoma de células renales, cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no
pequefias), cancer nasofaringeo, cancer colorrectal, melanoma, cancer de estdmago (cancer gastrico), cancer
esofagico (tal como adenocarcinoma de la unién gastroesofagica), cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer
de vejiga, cancer de cabeza y cuello (tal como carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), leucemia (tal
como leucemia linfocitica croénica, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (tal como linfoma difuso de células B
grandes, linfoma indolente no Hodgkin, linfoma de células del manto) y mieloma multiple usando anticuerpos anti-
LAG-3 se ha investigado en ensayos clinicos y ha mostrado resultados prometedores. Por tanto, el cancer que va a
tratarse usando los miembros de unién especifica de la presente invencién puede ser un carcinoma de células renales,
cancer de pulmoén (tal como cancer de pulmén de células no pequefias), cancer nasofaringeo, cancer colorrectal,
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melanoma, cancer de estébmago (cancer gastrico), cancer esofagico (tal como adenocarcinoma de la unién
gastroesofagica), cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello (tal como
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), leucemia (tal como leucemia linfocitica crénica, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin (tal como linfoma difuso de células B grandes, linfoma indolente no Hodgkin, linfoma de
células del manto) o mieloma multiple.

Los canceres preferidos para el tratamiento usando los miembros de unién especifica de la presente invencién son
cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no pequefias), cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello
(carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), linfoma difuso de células B grandes, cancer gastrico, cancer
pancreatico y carcinoma hepatocelular. Se sabe que los tumores de estos canceres comprenden células inmunitarias
que expresan LAG-3 y expresan PD-L1 en su superficie celular o comprenden células inmunitarias que expresan PD-L1.

Cuando la solicitud se refiere a un tipo particular de cancer, tal como cancer de mama, se refiere a una transformacion
maligna del tejido relevante, en este caso un tejido de mama. Un cancer que se origina a partir de la transformacion
maligna de un tejido diferente, por ejemplo tejido de ovario, puede dar como resultado lesiones metastasicas en otra
ubicacion en el cuerpo, tal como la mama, pero no es por ello un cancer de mama como se denomina en el presente
documento sino un cancer ovarico.

El cancer puede ser un cancer primario o secundario. Por tanto, el miembro de unién especifica de la presente
invencion puede ser para su uso en un método de tratamiento del cancer en un paciente, en donde el sitio de unién a
antigeno basado en CDR del miembro de unién especifica se une a una molécula que es un modulador del sistema
inmunitario, y en donde el cancer es un tumor primario y/o una metastasis tumoral.

Los miembros de unién especifica de la invencién estan disefiados para usarse en métodos de tratamiento de
pacientes, preferiblemente pacientes humanos. Los miembros de unién especifica se administraran habitualmente en
forma de una composicién farmacéutica, que puede comprender al menos un componente ademas del miembro de
union especifica, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, una composicién farmacéutica
de la presente invencién comprende, ademas del principio activo, un excipiente farmacéuticamente aceptable. El
miembro de unién especifica puede administrarse por via intravenosa o subcutanea.

Las composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un portador liquido tal como agua, petroleo,
aceites animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Pueden incluirse solucién salina fisiologica, dextrosa u
otra solucion de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para inyeccion intravenosa, o inyeccién en el sitio de afliccion, el miembro de unidén especifica, o composicion
farmacéutica que comprende el miembro de unién especifica, esta preferiblemente en forma de una solucién acuosa
aceptable por via parenteral que esta libre de pirdgenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los expertos
en la técnica son capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isoténicos tales como
inyeccion de cloruro de sodio, inyeccion de Ringer, inyeccién de Ringer con lactato. Pueden emplearse conservantes,
estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segun se requiera. Los expertos en la técnica conocen
muchos métodos para la preparacién de formulaciones farmacéuticas. Véase, por ejemplo, Robinson ed., Sustained
and Controlled Release Drug Delivery Systems, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Una composicién que comprende miembros de unién especifica segun la presente invencién puede administrarse sola
0 en combinacién con otros tratamientos, simultanea o secuencialmente 0 como una preparacién combinada con otro
agente o agentes terapéuticos, dependiendo de la afeccién a tratar. Por ejemplo, un miembro de unién especifica de
la invencion puede administrarse en combinacién con un agente terapéutico existente para la enfermedad que va a
tratarse, por ejemplo, un cancer como se mencioné anteriormente. Por ejemplo, un miembro de unién especifica de la
presente invencién puede administrarse al paciente en combinacién con una segunda terapia anticancerigena, tal
como quimioterapia, vacunacién antitumoral (también denominada vacunacién contra el cancer), radioterapia,
inmunoterapia, un virus oncolitico, terapia de células T con receptor de antigeno quimérico (CAR) o terapia hormonal.

Se espera que el miembro de unién especifica de la invencién pueda actuar como adyuvante en la terapia
anticancerigena, tal como quimioterapia, vacunacién antitumoral o radioterapia. Sin desear estar limitado por la teoria,
se cree que la administracion del miembro de union especifica al paciente como parte de la quimioterapia, vacunacién
antitumoral o radioterapia desencadenara una mayor respuesta inmunitaria contra el antigeno asociado al cancer LAG-
3, que la que se logra con quimioterapia, vacunacion antitumoral o radioterapia sola. Por ejemplo, las terapias anti-
LAG-3 han mostrado buena eficacia en el tratamiento de patologias basadas en virus en ratones (Blackburn SD, et
al., 2009, Nature Immunology 10 (1): 29-37).

Un método para tratar el cancer en un paciente puede comprender asi administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un miembro de unién especifica segln la presente invenciéon en combinacién con un
agente quimioterapico, vacuna antitumoral, radioniclido, agente inmunoterapico, virus oncolitico, célula CAR-T o
agente para terapia hormonal. El agente quimioterapico, vacuna antitumoral, radiontclido, agente inmunoterapico,
virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia hormonal es preferiblemente un agente quimioterapico, vacuna
antitumoral, radiontclido, agente inmunoterapico, virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia hormonal para
el cancer en cuestion, es decir, un agente quimioterapico, vacuna antitumoral, radionuclido, agente inmunoterapico,
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virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia hormonal que se ha demostrado que es eficaz en el tratamiento
del cancer en cuestién. La seleccion de un agente quimioterapico, vacuna antitumoral, radiondclido, agente
inmunoterapico, virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia hormonal adecuado que se ha demostrado que
es eficaz para el cancer en cuestion esta dentro de las capacidades del profesional experto.

Por ejemplo, cuando el método comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
miembro de unién especifica segun la presente invencién en combinacién con un agente quimioterapico, el agente
quimioterapico puede seleccionarse del grupo que consiste en: taxanos, antibidticos citotdxicos, inhibidores de tirosina
quinasa, inhibidores de PARP, inhibidores de la enzima B_RAF, agentes alquilantes, analogos de platino, analogos
de nucletsidos, derivados de talidomida, agentes quimioterdpicos antineoplasicos y otros. Los taxanos incluyen
docetaxel, paclitaxel y nab-paclitaxel, los antibiéticos citotoxicos incluyen actinomicina, bleomicina, antraciclinas,
doxorubicina y valrubicina; los inhibidores de tirosina quinasa incluyen erlotinib, gefitinib, axitinib, PLX3397, imatinib,
cobemitinib y trametinib; los inhibidores de PARP incluyen piraparib; los inhibidores de la enzima B-Raf incluyen
vemurafenib y dabrafenib; los agentes alquilantes incluyen dacarbazina, ciclofosfamida, temozolomida; los analogos
de platino incluyen carboplatino, cisplatino y oxaliplatino; los analogos de nucledsidos incluyen gemcitabina y
azacitidina; los antineoplasicos incluyen fludarabina. Otros agentes quimioterapicos adecuados para su uso en la
presente invencién incluyen metotrexato, defactinib, entinostat, pemetrexed, capecitabina, eribulina, irinotecan,
fluorouracilo y vinblastina.

Las estrategias de vacunacion para el tratamiento de canceres tanto se han implementado en la clinica como se han
analizado en detalle dentro de la bibliografia cientifica (tal como Rosenberg, S. 2000 Development of Cancer
Vaccines). Esto implica principalmente estrategias para provocar que el sistema inmunitario responda a diversos
marcadores celulares expresados por células cancerosas autélogas o alogénicas usando esas células como método
de vacunacién, tanto con como sin factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). GM-CSF
provoca una fuerte respuesta en la presentacioén de antigenos y funciona particularmente bien cuando se emplea con
dichas estrategias.

La administracién puede ser en una “cantidad terapéuticamente eficaz”, siendo esta suficiente para mostrar beneficio
a un paciente. Tal beneficio puede ser al menos la mejora de al menos un sintoma. Por lo tanto, “tratamiento” de una
enfermedad especifica se refiere a la mejora de al menos un sintoma. La cantidad real administrada, y la velocidad y
el transcurso temporal de la administracién, dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que se esté tratando, del
paciente particular que se esté tratando, del estado clinico del paciente individual, de la causa del trastorno, del sitio
de administracion de la composicion, del tipo de miembro de unién especifica, del método de administracién, de la
programacion de la administracién y de otros factores conocidos por los profesionales médicos. La prescripcion del
tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacién, etc., esta dentro de la responsabilidad de los profesionales
médicos generales y otros médicos, y puede depender de la gravedad de los sintomas y/o la progresién de una
enfermedad que se esta tratando. Las dosis apropiadas de miembros de unién especifica se conocen bien en la técnica
(Ledermann et al. (1991) Int. J. Cancer 47: 659-664; y Bagshawe et al. (1991) Antibody, Immunoconjugates and
Radiopharmaceuticals 4: 915-922). Pueden usarse dosificaciones especificas indicadas en el presente documento, o
en el Physician's Desk Reference (2003) segln sea apropiado para un miembro de unién especifica que se esta
administrando. Una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis adecuada de un miembro de unién especifica puede
determinarse comparando su actividad in vitro y actividad in vivo en un modelo animal. Se conocen métodos para la
extrapolacién de dosificaciones eficaces en ratones y otros animales de ensayo a seres humanos. La dosis precisa
dependera de varios factores, incluyendo el tamafio y la ubicacién del area a tratar, y la naturaleza precisa del miembro
de unién especifica. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos diarios, dos veces por semana, semanales o
mensuales, a criterio del médico. El tratamiento puede administrarse antes y/o después de la cirugia, y puede
administrarse o aplicarse directamente en el sitio anatémico del tratamiento quirdrgico.

Aspectos y realizaciones adicionales de la invencién, dentro del alcance de las presentes reivindicaciones, resultaran
evidentes para los expertos en la técnica dada la presente divulgacion que incluye la siguiente ejemplificacion
experimental.

“Y/0", cuando se usa en el presente documento, debe tomarse como una divulgacion especifica de cada una de las
dos caracteristicas o componentes especificados con o sin el otro. Por ejemplo, “A y/o B” debe tomarse como una
divulgacion especifica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii} Ay B, al igual que si cada uno se expusiera individualmente en
el presente documento.

A menos que el contexto indique lo contrario, las descripciones y definiciones de las caracteristicas expuestas
anteriormente no se limitan a ningun aspecto o realizacion particular de la invencién y se aplican igualmente a todos
los aspectos y realizaciones que se describen.

Ciertos aspectos y realizaciones de la invencion se ilustraran ahora a modo de ejemplo y con referencia a las figuras
descritas anteriormente.
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Ejemplos

Ejemplo 1 - Seleccion y caracterizacion de moléculas de Fcab

1.1 Seleccidn sin tratamiento previo y maduracion de afinidad de Fcab anti-LAG-3 humana
1.1.1 Seleccion sin tratamiento previo

Se usaron bibliotecas de fagos sin tratamiento previo que presentaban el dominio CH3 de IgG1 humana (numeracién
de IMGT 1.4-130) con aleatorizacién dentro de los bucles AB (residuos 14-18) y EF (residuos 92-101) para la seleccién
con antigeno LAG-3 humano etiquetado con Fc recombinante (LAG-3-Fc) (R&D Systems, 2319-L3-050). Las
bibliotecas se seleccionaron en tres rondas usando antigeno capturado en perlas de Proteina A (Life Technologies,
10002D) o Proteina G (Life Technologies, 10004D). Las salidas se cribaron mediante ELISA y los ligantes positivos
se subclonaron y expresaron como Fcab solubles (que contenian una bisagra truncada) en Pichia pastoris usando €l
kit de expresién de Pichia EasySelect (Life Technologies, K1740-01). Los Fcab se cribaron después para determinar
la unién a LAG-3 humana-Fc recombinante en el Biacore 3000 (GE Healthcare). En resumen, se acoplé LAG-3-Fc
(R&D Systems, 2319-L3-050) a una densidad de 7200 RU a un chip CM5 (GE Healthcare, BR-100012) usando
acoplamiento de amina (GE Healthcare, BR-1000-50). Los Fcab se diluyeron en tampo6n HBS-P (GE Healthcare,
BR100368) y se inyectaron a 250 nM, 500 nMy 1000 nM durante 3 min y luego se dejaron disociar en tampén durante
5 min. Los datos de referencia sustraidos (celda de flujo de LAG-3-Fc 2-celda de flujo en blanco) se analizaron usando
el software BlAevaluation 3.2 para identificar la unién. Los Fcab se sometieron a prueba luego para determinar la unién
a LAG-3 humana expresada en células HEK (LAG-3 clonada en el vector pcDNASFRT [Life Technologies, V6010-20]
[Véase la seccion 1.4.5 para metodologia)]). En resumen, se separaron células HEK 293 que sobreexpresan LAG-3
humana cultivadas en DMEM (Life Technologies, 61965-026) que contenia FBS al 10 % (Life Technologies, 10270-1-
6), higromicina B 100 pg/ml (Melford Laboratories Ltd, Z2475), blasticidina 15 pg/ml (Melford Laboratories Ltd, B1105)
y desoxiciclina 1 ug/ml (Sigma, D9891) de los matraces de cultivo tisular usando tampén de disociacion celular (Life
Technologies, 13151-014) y se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V a 2x10% células/pocillo. Los Fcab se
incubaron con las células a 5 uM en un volumen de 100 pl durante 1 h a 4 °C. Las placas se lavaron, el anticuerpo
secundario (anti-Fc-humano-488, Jackson ImmunoResearch, 109-546-098) se diluy6é 1:1000 en PBS y se afiadieron
100 ul a las células y se incubaron durante 30 min a 4 °C. Las placas se lavaron y las células se resuspendieron en
100 ul de PBS que contenia DAPI 1 ug/ml (Biotium, 40043). La placa se leyé en un citémetro BD FACSCanto Il (BD
Biosciences) y los datos se analizaron usando FlowJoX. Los Fcab se expresaron después en células de mamifero
mediante transformacién usando lipofectamina (Life Technologies, 11668-019) en células Flp-In T-Rex 293 (Life
Technologies, R780-07). Los Fcab de unién a LAG-3 se sometieron a prueba para determinar la inhibicién de la unién
de MHC de clase Il humano en células A375 (ATCC, CRL-1619) a LAG-3-Fc recombinante (usando la metodologia en el
ejemplo 1.6). Se identificaron 54 secuencias Unicas de Fcab a partir de tres rondas de seleccién en fago, y se determind
que 12 de estos Fcab se unian a LAG-3-Fc mediante analisis de BlAcore y/o se unian a células HEK que expresan LAG-
3. Tres de los Fcab seleccionados también fueron capaces de inhibir la interaccion de LAG-3 con MHC de clase Il y se
seleccionaron para maduracién de afinidad. Los tres Fcab se denominaron FS18-3, FS18-7 y FS18-21.

1.1.2 Maduracién de afinidad
Primera maduracién de afinidad

Se construyeron seis bibliotecas de maduracién de afinidad de presentacién en fago aleatorizando cinco residuos en
el bucle AB (residuos 14-18) y cinco (residuos 92-94 y 97-98) u ocho (residuos 92-94 y 97-101) residuos en el bucle
EF de cada uno de los tres Fcab identificados usando el procedimiento de seleccion sin tratamiento previo descrito
anteriormente.

Las bibliotecas de maduracion de afinidad se seleccionaron usando LAG-3-humana-Fc¢ recombinante (R&D Systems,
2319-L3-050) y células HEK que expresan LAG-3 humana (como se ha descrito anteriormente). Las salidas se cribaron
mediante ELISA de fagos, los ligantes positivos se subclonaron y expresaron como Fcab solubles (que contenian una
bisagra truncada) en células HEK Expi293 (Fcab clonados en el vector pTT5 [National Research Council of Canada]
transfectados usando el kit de transfeccion ExpiFectamine 293 [Life Technologies, A14524] en células Expi293F [Life
Technologies, A14527]). Los Fcab solubles expresados en HEK se cribaron después para determinar la unién a LAG-
3 humana expresada en células, la union a LAG-3 de macaco cangrejero expresada en células (metodologia como el
ejemplo 1.4.3) y la capacidad para bloquear la unién de MHC de clase Il a LAG-3-Fc recombinante (metodologia como
en el ejemplo 1.6). Los Fcab bloqueantes se sometieron a prueba adicionalmente para determinar si eran capaces de
revertir la inhibicién inducida por LAG-3 de la secrecién de IL-2 en un ensayo de activacién de células T (metodologia
como en el ejemplo 2.1). Se identificaron 61 Fcab anti-LAG-3 dUnicos a partir de las seis bibliotecas de maduracion de
afinidad usando estos métodos de cribado. Se demostré que los Fcab madurados por afinidad del linaje FS18-7 tenian
el nivel mas alto de reactividad cruzada con LAG-3 de macaco cangrejero. Los tres Fcab de este linaje con la unién
mas fuerte a LAG-3 de macaco cangrejero-Fc y la actividad mas alta en el ensayo de activacién de células T
(denominados FS18-7-7, FS18-7-9 y FS18-7-11) se seleccionaron para maduracion de afinidad adicional. También se
demostré que estos tres Fcab bloquean la interaccion de LAG-3-Fc con MHC de clase |l expresado en células.
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Segunda maduracién de afinidad

Se usd un conjunto de los tres Fcab (FS18-7-7, FS18-7-9 y FS18-7-11) de la primera maduracién de afinidad para
crear bibliotecas de maduracién de afinidad adicionales. El bucle CD se aleatoriz6 intensamente usando cebadores
aleatorizados de ELLA Biotech. Una porcion de las posiciones de aminoacidos en el bucle CD (residuos 45.1-78) se
aleatorizé usando una distribucién equimolar de aminoacidos excluyendo cisteina. También se llevé a cabo una PCR
propensa a errores a través de la secuencia completa del dominio CH3 para introducir mutaciones adicionales que
podrian potenciar la unién.

Las bibliotecas de maduracién de afinidad se generaron en fagos y las selecciones se realizaron contra LAG-3-avi-Fc
recombinante biotinilado (BPS Bioscience, 71147) y células HEK hLAG-3 y se cribaron para determinar la unién a
LAG-3-Fc recombinante (R&D systems, 2319-L3-050) mediante ELISA de fagos. Se expresaron 86 Fcab Unicos (que
contenian una bisagra truncada) en células HEK293F. Los Fcab seleccionados también se cribaron para determinar
la actividad en un ensayo de activacion de células T como se describié anteriormente. Los nueve Fcab identificados
durante la segunda maduracién de afinidad con la actividad mas alta en el ensayo de activacion de células T (FS18-
7-32; FS18-7-33; FS18-7-36; FS18-7-58; FS18-7-62; FS18-7-65; FS18-7-78; FS18-7-88; y FS18-7-95), asi como el
clon de Fcab parental, FS18-7-9, se caracterizaron adicionalmente después como se describe a continuacion. Se
muestra una alineacién de secuencias de estos nueve Fcab frente al clon de Fcab parental, FS18-7-9, en la Figura
1A. La Figura 1B detalla el porcentaje de identidad de secuencia de cada uno de los nueve clones de Fcab con el clon
de Fcab parental, FS18-7-9. Los Fcab que se originaron de la maduracién de afinidad de los otros dos clones de Fcab
parentales, FS18-7-7 y FS18-7-11, no eran candidatos prometedores como los que se originaron de la maduracion de
afinidad de FS18-7-9 y, por lo tanto, no se prosigui6 adicionalmente con los mismos.

1.2 Seleccion de Fcab sustituto especifico para LAG-3 de raton

Fcab FS18-7, que se selecciond usando el protocolo de seleccién sin tratamiento previo descrito anteriormente, se
uso6 para generar bibliotecas de fagos para seleccionar contra LAG-3 de ratén. Se realizaron dos rondas de maduracion
de afinidad, y se seleccionaron los clones de Fcab FS18-7-108-29 y FS18-7-108-35, que mostraron alta afinidad, unién
especifica a LAG-3 de ratén después de la maduracién de afinidad. Se confirmé la capacidad de FS18-7-108-29 y
FS18-7-108-35 para inhibir LAG-3 de ratén en un ensayo de activacion de células T. El mapeo de epitopos usando el
Octet (Forteo Bio) mostré que los Fcab anti-LAG-3 de ratén compiten con los Fcab anti-LAG-3 humana (seleccionados
después de la segunda maduracién de afinidad como se describié anteriormente) por la unién a LAG-3 humana.
Existen diferencias de entre 4 y 8 residuos entre los Fcab anti-LAG-3 humana y anti-LAG-3 de ratén. Por lo tanto, se
espera que los Fcab anti-LAG-3 de ratén representen sustitutos adecuados para la unién y funcion de los Fcab anti-
LAG-3 humana en ratones.

1.3 Construccion y expresion de mAb? simulado

Se prepararon mAb? “simulados” que comprendfan los Fcab anti-LAG-3 humana y anti-LAG-3 de ratén lideres
identificados en 1.1 y 1.2 anteriormente para permitir la caracterizacion de estos Fcab en el formato de mAb?. Estos
mAb? simulados se prepararon a partir de los Fcab anti-LAG-3 y las regiones variables del anticuerpo anti-FITC 4420
(véase SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85 para detalles) (Bedzyk, W. D., et al. 1989 y Bedzyk, W. D.,
et al. 1990). Los mAb? simulados se prepararon tanto con (SEQ ID NO 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 y 81) como
sin (SEQ ID NO 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 y 82) la mutacion LALA en el dominio CH2 de |la cadena pesada
(véase la seccion 1.5 a continuacién para detalles) y comprendian ademas la cadena ligera del mAb anti-FITC 4420
(SEQ ID NO 85). Los mAb? simulados se produjeron mediante expresion transitoria en células HEK293-6E y se
purificaron usando columnas de proteina A mAb Select SuRe.

1.4 Afinidad de union de Fcab a LAG-3
1.4.1 Afinidad de unién de Fcab a LAG-3 humana segun se determina por resonancia de plasmon superficial (SPR)

Se us6 un BlAcore T200 (GE Healthcare) para medir la afinidad de los Fcab anti-LAG-3 humana en el formato de
mAb? simulado para LAG-3 humana. La celda de flujo 4 de un chip sensor CM5 (GE Healthcare, BR1005-30) se
inmovilizé con LAG-3 humana-Fc (R&D Systems, 2319-L3-050), y la celda de flujo 3 se inmovilizé con tampo6n para
referencia usando el kit de acoplamiento de amina (GE Healthcare, BR-1000-50). Se diluyo LAG-3-Fc hasta 5 yg/ml
en acetato de sodio pH 5 (ForteoBio, 18-1069) y se inyect6 a un caudal de 10 ul/min durante 12 segundos seguido de
desactivaciéon de la superficie mediante inyeccién de etanolamina durante 420 segundos. El nivel de inmovilizacion
fue de 158 RU. Los mAb? simulados (0 mAb anti-LAG-3 humana de control, 25F7) se diluyeron en tampén HBS-P (GE
Healthcare, BR-1003-68) en una serie de dilucién de 2 veces de 4 pg/ml. El mAb de control/mAb? simulado se
inyectaron con un tiempo de asociacion de 240 segundos a 30 pl/min, y un tiempo de disociacion de 300 segundos a
30 pl/min. La superficie se regener6 usando NaOH 25 mM durante 30 segundos a 100 pl/min. Los datos se sometieron
a sustraccion de referencia doble y se analizaron usando el software BlAevaluation 3.2 para calcular las constantes
cinéticas. Los Fcab en formato de mAb? simulado tenia afinidades por LAG-3 humana en el intervalo de 0,8 - 1,1 nM
(tabla 1), que es similar a la afinidad del mAb 25F7 anti-LAG-3 humana de referencia. Esto fue sorprendente porque
los Fcab tienen una interfaz de unién mas pequefia que los anticuerpos monoclonales ya que los sitios de unién de
los Fcab forman un fragmento de anticuerpo relativamente compacto con dos sitios de unién situados en estrecha
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proximidad. En contraste, los brazos Fab de un mAb tipico estan separados por una region bisagra flexible. Basandose
en esta interfaz de unién mas pequefia y la flexibilidad reducida asociada de los dos sitios de unién en la region Fc,
fue inesperado que los Fcab anti-LAG-3 pudieran unirse a e inhibir LAG-3 con afinidad y potencia similares a las del
anticuerpo de referencia 25F7.

Tabla 1: Afinidad de unién de Fcab especificos de LAG-3 en formato de mAb? simulado a LAG-3 humana

Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado y mAb anti-LAG-3 humana de | Kp (M)
referencia, 25F7

FS18-7-9 8,3 x 1010
FS18-7-62 9,5 x 1010
FS18-7-78 8,4 x 10710
FS18-7-32 8,6 x 10710
FS18-7-36 8,9 x 1010
FS18-7-65 1,1 x 10°°
25F7 3,2 x 10710

1.4.2 Afinidad de union de Fcab sustituto especifico para LAG-3 de ratén a LAG-3 de ratén segun se determina por SPR

Se usé un Biacore 3000 (GE Healthcare) para medir la afinidad de los Fcab sustitutos especificos para LAG-3 de ratén
a LAG-3 de raton. Se us6 acoplamiento de amina (kit de acoplamiento de amina, GE Healthcare, BR-1000-50) para
recubrir mLAG-3-Fc (R&D Systems, 3328-L3-050) diluido en acetato de sodio 10 mM pH 5,0 (ForteBio, 18-1069)
directamente a un chip CM5 (GE Healthcare, BR-1000-12). La celda de flujo 1 se recubrié con Fc de ratén
(SinoBiological, 51094-MNAH), y la celda de flujo 2 se recubrié con mLAG-3-Fc a 950 RU. Los Fcab se diluyeron en
tampon HBS-P (GE Healthcare, BR-1003-68) y se inyectaron a diversas concentraciones (diluciones de cuatro veces
a partir de 100 nM) durante 3 min a 20 yl/min y después se dejaron disociar en tampén durante 12 min. El chip se
regener6 mediante inyeccion de glicina 10 mM pH 2,5 durante 30 s a 30 ul/min. Los datos se sometieron a sustraccion
de referencia doble y se analizaron usando el software BlAevaluation 3.2 para calcular las constantes cinéticas. Los
Fcab sustitutos sometidos a prueba se unieron a LAG-3 de raton con afinidad nanomolar de un solo digito como se
establece en la tabla 2.

Tabla 2: Afinidad de union (Kp) de Fcab especificos de LAG-3 sustitutos a LAG-3 de ratén

Fcab sustitutos especificos para LAG-3 de ratén Afinidad Ko (nM)
FS18-7-108-29 1,5
FS18-7-108-35 2,1

1.4.3 Afinidad de unién de Fcab a LAG-3 humana expresada en células segun se determina por citometria de flujo
Produccién de lineas celulares que sobreexpresan LAG-3

Se us6 metodologia de transduccién lentiviral para generar células DO11.10 (National Jewish Health) que
sobreexpresan LAG-3 humana, de macaco cangrejero o de ratén usando el sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX
(Clontech, n.% de cat. 631249). El vector de expresion Lenti-X (pLVX) (Clontech, n.® de cat. 631253}, que contenia el
ADNCc de LAG-3 de ratén (SEQ ID NO 96), ADNc de LAG-3 humana (SEQ ID NO 95) o ADNc de LAG-3 de macaco
cangrejero (SEQ ID NO 97), se cotransfecté con una mezcla de empaguetamiento Lenti-X HTX en la linea celular
Lenti-X 293T (Clontech, n.? de cat. 632180) para generar virus. La linea celular DO11.10 se transdujo usando los
vectores lentivirales producidos con el sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX.

La afinidad de los Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado a células que expresan LAG-3 humana
(lIinea celular DO11.10 transfectada con LAG-3 humana) se midié usando citometria de flujo. Se prepararon diluciones
de mAb? y mAb de control (2 x concentracion final) por triplicado en 1 x DPBS (Gibco, 14190-094). Se prepararon
suspensiones de células D011.10:LAG-3 en PBS + BSA al 2 % (Sigma, A7906) y se sembraron a 4 x 106 células/ml
con 50 ul/pocillo en placas de 96 pocillos con fondo en V (Costar, 3897). Se afiadieron 50 pl de las diluciones de mAb?
o0 mAb de control (mAb anti-LAG-3 humana, 25F7) a los pocillos que contenian células (volumen final 100 ul) y se
incubaron a 4 °C durante 1 hora. Las placas se lavaron y se afadieron 100 ul/pocillo de anticuerpo secundario
(anticuerpo anti-Fc humano-488, Jackson ImmunoResearch, 109-546-098) diluido 1:1000 en PBS + BSA al 2 % y se
incubaron durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad. Las placas se lavaron y se resuspendieron en 100 ul de PBS
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que contenia DAPI (Biotium, 40043) a 1 mg/ml. Las placas se leyeron usando un citémetro de flujo Canto Il (BD
Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midi6 la fluorescencia en el canal de FITC (488 nm/530/30). Los
datos se ajustaron usando log (agonista) frente a respuesta en el software GraphPad Prism. Todos los Fcab sometidos
a prueba en formato de mAb? simulado y el mAb anti-LAG-3 humana de referencia, 25F7, se unieron a LAG-3 humana
con afinidad similar (CEso), en el intervalo de 1,2-2,1 nM como se expone la tabla 3.

Tabla 3: Afinidad de unién de Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado a células DO11.10 que expresan
LAG-3 humana segun se determina por citometria de flujo

Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado y mAb anti-LAG-3 humana | CEso (nM)
de referencia, 25F7

FS18-7-9 1,2
FS18-7-32 1,6
FS18-7-33 1,5
FS18-7-36 1,5
FS18-7-62 2,1
FS18-7-65 1,6
FS18-7-78 1,7

25F7 2,1

1.4.4 Afinidad de union de Fcab a LAG-3 de macaco cangrejero expresada en células segtn se determina por
citometria de flujo

La afinidad de los Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado a células que expresan LAG-3 de macaco
cangrejero (linea celular DO11.10 transfectada con LAG-3 de macaco cangrejero) se midié usando citometria de flujo.
Se prepararon diluciones de mAb? y mAb de control (2 x concentracién final) por triplicado en 1 x DPBS (Gibco, 14190-
094). Se prepararon suspensiones de células DO11.10:LAG-3 en PBS+BSA al 2 % (Sigma, A7906) y se sembraron a
4 x 10 células/ml con 50 ul/pocillo en placas de 96 pocillos con fondo en V (Costar, 3897). Se afiadieron 50 ul de las
diluciones de mAb? o0 mAb de control (mAb anti-LAG-3 humana, 25F7) a los pocillos que contenfan células (volumen
final 100 pl) y se incubaron a 4 °C durante 1 hora. Las placas se lavaron y se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo
secundario (anticuerpo anti-Fc humano-488, Jackson ImmunoResearch, 109-546-098) diluido 1:1000 en PBS + BSA
al 2 % y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad. Las placas se lavaron y se resuspendieron en 100 pl
de PBS que contenia DAPI (Biotium, 40043) a 1 mg/ml. Las placas se leyeron usando un citdmetro de flujo Canto Il
(BD Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midi6 la fluorescencia en el canal de FITC (488 nm/530/30).
Los datos se ajustaron usando log (agonista) frente a respuesta en el software GraphPad Prism. Los Fcab sometidos
a prueba en formato de mAb? simulado se unieron a LAG-3 de macaco cangrejero con afinidad de 0,5-0,6 nM,
indicando que se esperaria que estudios de toxicologia en macacos cangrejeros fueran predictivos de los efectos
observados en seres humanos (véase la tabla 4). El mAb anti-LAG-3 humana de referencia, 25F7, se une a LAG-3 de
macaco cangrejero con una afinidad (CEso) 15 veces peor (tabla 4).

Tabla 4: Afinidad de unién de Fcab anti-LAG-3 a células DO11.10 que expresan LAG-3 de macaco cangrejero por
citometria de flujo

Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado y mAb anti-LAG-3 humana de | CEso (nM)
referencia, 25F7

FS18-7-9 0,6
FS18-7-62 0,5
FS18-7-78 0,5

25F7 9,0
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1.4.5 Afinidad de union de Fcab anti-LAG-3 de raton sustitutos y Fcab anti-LAG-3 humana a LAG-3 de ratén expresada
en células segun se determina por citometria de flujo

Produccién de células HEK que sobreexpresan mLAG-3

La secuencia de LAG-3 de ratén (SEQ ID NO 96) se subcloné en el vector pcDNA5SFRT (Life Technologies, V6010-
20) usando digestién por restriccion con Kpnl (NEB, R0142) y Notl (NEB, R0146). El vector se transformé después en
la linea celular Flp-In T-REx 293 HEK (Life Technologies, R780-07) usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies,
11668-019). Se cultivaron células Flp-In T-REx 293 transformadas en DMEM (Life Technologies, 61965-026) que
contenia FBS al 10 % (Life Technologies, 10270-1-6), higromicina B 100 ug/ml (Melford Laboratories Ltd, Z2475),
blasticidina 15 pg/ml (Melford Laboratories Ltd, B1105) durante 3-4 semanas hasta que fueron evidentes colonias de
células transformadas de manera estable. Estas colonias se amplificaron en presencia de doxiciclina 1 yg/ml (Sigma,
D9891) y se sometieron a prueba para determinar la expresion de LAG-3 de ratén usando anticuerpo anti-LAG-3 de
ratén conjugado con PE (clon C9B7W, BD Biosciences, 552380).

La afinidad de los Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos (que contienen la bisagra truncada) a LAG-3 de ratén expresada
en células se determind usando citometria de flujo. Se separaron células HEK que expresan mLAG-3 cultivadas en
DMEM (Life Technologies, 61965-026) que contenia FBS al 10 % (Life Technologies, 10270-1-6), higromicina B
100 pg/ml (Melford Laboratories Ltd, Z2475), blasticidina 15 ug/ml (Melford Laboratories Ltd, B1105) y doxiciclina
1 ug/ml (Sigma, D9891) de los matraces de cultivo tisular usando tampén de disociacién celular (Life Technologies,
13151-014) y se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V (Costar, 3897) a 2x10° células/pocillo. Las placas
se centrifugaron a 1500 rpm durante 3 min a 4 °C para sedimentar las células. Se incubd una serie de dilucion de los
Fcab (o mAb de control} con las células en un volumen de 100 ul durante 1 h a 4 °C. Las placas se lavaron y se diluyé
anticuerpo secundario (anti-Fc humano-488, Jackson ImmunoResearch, 109-546-098 para Fcab o anti-IgG de rata
(H+L), conjugado Alexa Fluor 488, ThermoFisher, A-1106 para COB7W) 1:1000 en PBS y se afiadieron 100 pl a las
células durante 30 min a 4 °C (las placas se mantuvieron en la oscuridad). Las placas se lavaron a continuacién y las
células se resuspendieron en 100 pl de PBS que contenia DAPI 1 pg/ml (Biotium, 40043). Las placas se leyeron
usando un citémetro de flujo Canto Il (BD Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midi6 la fluorescencia
en el canal de FITC (488 nm/530/30). Los datos se ajustaron usando log (agonista) frente a respuesta en el software
GraphPad Prism. Los Fcab sometidos a prueba se unieron a LAG-3 de raton con afinidad similar (véase la tabla 5). El
mAb de LAG-3 de referencia, C9B7W (2B Scientific, BEO174-50MG), se une a LAG-3 de ratén con una afinidad (CEso)
17 veces peor que los Fcab (tabla 5).

Tabla 5: Afinidad de unién de Fcab anti-LAG-3 de raton sustitutos a células HEK que expresan LAG-3 de ratén por
citometria de flujo

Fcab anti-LAG-3 de raton y mAb anti-LAG-3 de ratén de referencia, COB7W CEso (nM)
FS18-7-108-29 4,5
FS18-7-108-35 4,5
CI9B7W 79

La afinidad del Fcab anti-LAG-3 humana FS18-7-9 en formato de mAb? simulado a LAG-3 de ratén expresada en
células se determiné usando citometria de flujo. Se separaron células HEK que expresan mLAG-3 cultivadas en DMEM
(Life Technologies, 61965-026) que contenia FBS al 10 % (Life Technologies, 10270-1-6), higromicina B 100 ug/ml
(Melford Laboratories Ltd, Z2475), blasticidina 15 pug/ml (Melford Laboratories Ltd, B1105) y doxiciclina 1 ug/ml (Sigma,
D9891) de los matraces de cultivo tisular usando tampoén de disociacién celular (Life Technologies, 13151-014). Las
células se recogieron por centrifugacion a 1500 rpm durante 3 min a 4 °C para sedimentar las células y luego se
resuspendieron en 1 x DPBS y luego se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V (Costar, 3897) a 1,2 x 10°
células/pocillo en 30 ul. Se afadié un volumen 1:1 de una serie de dilucién del mAb? (o mAb de control) y se incubd
con las células durante 1 h a 4 °C. Las placas se lavaron y se diluy6 el anticuerpo secundario (anti-Fc humano-488,
Jackson ImmunoResearch, 109-546-098) 1:1000 en PBS y se afiadieron 60 pl a las células durante 30 min a 4 °C (las
placas se mantuvieron en la oscuridad). Las placas se lavaron a continuacion y las células se resuspendieron en 60 pl
de PBS que contenia DAPI 1 pug/ml (Biotium, 40043). Las placas se leyeron usando un citémetro de flujo Canto Il (BD
Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midi6 la fluorescencia en el canal de FITC (488 nm/530/30). Los
datos se ajustaron usando log (agonista) frente a respuesta en el software GraphPad Prism.

El Fcab anti-LAG-3 humana FS18-7-9 en formato de mAb? simulado se uni6 a LAG-3 de ratén con una CEso de 19 nM
en comparacion con una CEso de 2,6 nM para el Fcab anti-LAG-3 de ratén sustituto FS18-7-9-108 (tabla 6). El mAb
humano, 25F7 no muestra ninguna unién detectable a LAG-3 de ratén, indicando que el Fcab de LAG-3 humana,
FS18-7-9, tiene un epitopo de union diferente en LAG-3 al de 25F7.
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Tabla 6: Afinidad de unién de Fcab anti-LAG-3 humana FS18-7-9 a células HEK que expresan LAG-3 de ratén por
citometria de flujo

Fcab anti-LAG-3 humana, Fcab anti-LAG-3 de ratéon y mAb anti-LAG-3 humana de | CEso (nM)
referencia, 25F7

FS18-7-108-29 2,6
FS18-7-9 19
25F7 Sin unién

1.5 Afinidad de union de Fcab a receptores de Fc

Se sabe que la introduccién de la mutacién LALA en el dominio CH2 de IgG1 humana reduce la unién al receptor de
Fc y (Bruhns, P., et al. (2009) y Xu, D. et al. (2000)}). Se us6 BlAcore para confirmar que la mutacién LALA habia
reducido la afinidad de unién de los Fcab (en formato de mAb? simulado) a receptores de Fcy. El ensayo de unién a
FcyR humano se realizé en un instrumento Biacore T200 (GE Healthcare) usando los Fcab en el formato de mAb?
simulado. Los FcyR humanos (R&D Systems, 1257-FC, 1330-CD, 1875-CD, 4325-FC) se inmovilizaron usando
acoplamiento de amina (kit de acoplamiento de amina, GE Healthcare, BR-1000-50) sobre un chip SCM5 de la serie
S (GE Healthcare, BR-1005-30) a una densidad superficial de 370 RU para FcyRI, 264 RU para FcyRIll (FcyR
humanos de alta afinidad) y 500 RU para FcyRlla y FcyRIlb (FcyR humanos de baja afinidad). Para cada chip
inmovilizado, se dej6é una celda de flujo en blanco para la sustraccion del fondo. Se inmovilizaron FcyR usando una
concentracion de 5 ug/ml en acetato de sodio pH 5 (ForteBio, 18-1069) y se inyectaron a un caudal de 10 ul/min en
ciclos de 15 segundos hasta que se alcanz6 el nivel de inmovilizacién requerido.

Para el FcyRIy FcyRllIl de alta afinidad, se hicieron fluir 200 pg/ml de mAb 0 mAb? simulado a través del chip durante
3 min a una velocidad de flujo de 30 ul/min y se sigui6 la disociacién durante 5 min. El tampén de ejecucion fue HBS-
P (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, tensioactivo P20 al 0,005 % v/v, GE Healthcare, BR-1003-68). Para el FcyRlla
y FcyRllb de baja afinidad, la concentracién de mAb? simulado se aumenté hasta 500 ug/ml.

El control positivo fue un mAb de isotipo IgG1 de tipo silvestre, que se comparé con los controles mAb IgG1 LALA e
mAb de isotipo IgG2 e IgG4 monoclonales frente a dianas irrelevantes. Las celdas de flujo se regeneraron inyectando
hidroxido de sodio 10 mM (VWR, 28244.262) a un caudal de 100 pl/min durante 30 segundos. El andlisis de datos se
realizé con el software BiaEvaluation versién 3.2 RC1 mediante referencia doble contra la celda de flujo en blanco (sin
FcyR inmovilizado) y restando un ciclo de tampén del mAb? de prueba. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Respuesta de unién de Fcab anti-LAG-3 humana en formato de mAb? simulado (que comprende la mutacion
LALA como se detallé anteriormente) a receptores de Fcy humanos por SPR

mAb/mAb? simulado Respuesta de unién al final de la asociacion (RU)
FcyRI FcyRilll FcyRlla FcyRllb

FS18-7-9 1,4 6,6 -9,8 -8,5
FS18-7-62 -0,9 0,7 -10 -8,5
FS18-7-78 -0,3 4,0 -10,7 -9,2
mAb simulado LALA 2 8,0 -12,7 -9,6
lgG2 0 1,9 9,7 7.4
lgG4 9 3,1 4,3 15,1
mAb simulado IgG1 26 44 13 17,7

Todos los mAb? simulados sometidos a prueba (comprendiendo todos la mutacién LALA como se establecié
anteriormente) mostraron una unién significativamente reducida a los receptores de Fcy sometidos a prueba en
comparacién con el anticuerpo de control (mAb simulado IgG1) sin la mutacién LALA, lo que indica que la mutacion
LALA ha reducido la union al receptor de Fcy por estos mAb? simulados vy, por lo tanto, se espera que se reduzca la
actividad de ADCC del mAb?2.

1.6 Bloqueo de la union de MHC de clase Il a LAG-3

La capacidad de los Fcab (que contienen la bisagra truncada; SEQ ID NO: 58) para bloquear la interaccién entre LAG-
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3 humana o de ratén-Fc recombinante y MHC de clase Il humano se estudié midiendo la unién de LAG-3-Fc a células
A375, una linea celular de melanoma que expresa MHC de clase Il humano. Se separaron células A375 (ATCC, CRL-
1619) cultivadas en DMEM (Life Technologies, 61965-026) que contenia FBS al 10 % (Life Technologies, 10270-106)
de los matraces de cultivo celular usando tampén de disociacién celular (Life Technologies, 13151-014) y se
sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V (Costar, 3897) a 2x10° células/pocillo. Las placas se centrifugaron
a 1500 rpm durante 3 min a 4 °C para sedimentar las células. Las concentraciones relevantes de Fcab o mAb de
control se incubaron con LAG-3-Fc 1 pg/ml (LAG-3 humana-Fc R&D Systems, 2319-L3-050 o LAG-3 de ratén-Fc R&D
Systems, 3328-L3-050) en 100 ul de DMEM que contenia FBS al 10 % durante 1 h a 4 °C. Se afiadié mezcla de LAG-
3/Fcab a las células A375 y se incub6 durante 1 h a 4 °C. Las células se lavaron. Se diluy6 anticuerpo secundario
(F(ab')2 anti-Fc humano de cabra conjugado con Alexa Fluor 488, Jackson Immunoresearch, 109-546-098 o conjugado
de cabra anti-lgG de raton (H+L) 488, Life Technologies, A-1101) 1:1000 en PBS y se afiadieron 100 pl a las células
durante 30 min a 4 °C (las placas se mantuvieron en la oscuridad). Las células se lavaron una vez en PBS y se
resuspendieron en 100 pl de PBS + DAPI 1 pg/ml (Biotium, 40043). Las placas se leyeron en un citémetro BD
FACSCanto Il (BD Biosciences) y los datos se analizaron usando el software FlowJo.

Ambos Fcab anti-LAG-3 de ratén fueron capaces de inhibir la interaccion de MHC de clase Il humano con LAG-3 de
ratén, mientras que el mAb anti-LAG-3 de ratén de control (CO9B7W, 2B Scientific, BE0O174-50MG) no lo fue (véase la
tabla 8).

Tabla 8: Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos inhiben la unién de LAG-3 de ratén a MHC de clase |l

Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos y mAb anti-LAG-3 de ratén de control COB7W Clso (NM)
FS18-7-108-29 0,6
FS18-7-108-35 0,7

C9B7W Sin bloqueo

Los Fcab anti-LAG-3 humana sometidos a prueba también fueron capaces de inhibir la interaccién de MHC de clase
Il humano con LAG-3 humana con una potencia similar a la del mAb anti-LAG-3 humana de control (25F7).

Tabla 9: Fcab anti-LAG-3 humana inhiben la unién de LAG-3 humana a MHC de clase Il

Fcab anti-LAG-3 humana y mAb anti-LAG-3 humana de control 25F7 Clso (nM)
FS18-7-108-33 2,6
FS18-7-108-78 2.4
25F7 3,6

Ejemplo 2 - Actividad de moléculas Fcab en ensayos de activacion de células T DO11.10
2.1 Actividad de Fcab lideres en un ensayo de activacion de células T DO11.10 LAG-3 humana

El panel de Fcab lideres (con una bisagra truncada; SEQ ID NO: 58) que contenian la mutacion LALA se sometieron
a prueba en un ensayo de activacién de células T basado en DO11.10.

Medios de cultivo celular y péptido:

¢ Medio de cultivo celular de DO11.10: DMEM (Gibco, 61965-026) FBS al 10 % (Gibco, 10270-106), piruvato de
sodio 1 mM (Gibco, 11360-070), puromicina 1 ug/ml (Gibco, A11138-03)

¢ Medio experimental: medio de cultivo de DO11.10 completo sin puromicina.

¢ Medios de cultivo celular de A20: RPMI (Gibco, 61870-010) FBS al 10 % (Gibco, 10270-1086), piruvato de sodio
1 mM (Gibco, 11360-070)

e Péptido OVA (PM = 1773,9 Da): H-ISQAVHAAHAEINEAGR-OH (Pepscan)
Células:

e DO11.10 hLAG-3: Células T DO11.10 transducidas con un vector lentiviral para sobreexpresar LAG-3 humana
(como anteriormente)

e A20: Linea de linfoma de células B de BALB/c que expresa MHC de clase Il (ATCC, TIB-208)
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Se prepararon diluciones de Fcab o mAb de referencia en 200 ul de medio experimental. Los Fcab se mezclaron 1:1
(170 ul + 170 pl) con 4x10%ml de células DO11.10 LAG-3 en medio experimental y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2
durante 1 hora. Se incubaron 2x10° células A20/ml de medio experimental con péptido OVA 1 uM durante 30 minutos.
Se afiadieron 360 ul de la mezcla de células A20 + OVA a 360 pl de la mezcla de células DO11.10 LAG-3/Fcab. Las
células se mezclaron después en una placa de pocillos profundos y se cultivaron en una placa de fondo redondo de
96 pocillos con 200 pl de la mezcla/pocillo. El ensayo se realizé por triplicado. Las células se incubaron a 37 °C, 5 %
de CO2 durante 24 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron a ensayo con el kit de ELISA de IL-2 de
ratén (eBioscience, 88-7024-88 o R&D systems, SM2000) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se
leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de 570 nm se
restaron de los de 450 nm (correccion). La curva patrén para el calculo de la concentracién de citocinas se basé en
un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (software Gen5, BioTek). La concentraciéon de mlL-2 se representd
frente al logaritmo de la concentracion de Fcab o de mAb de referencia y las curvas resultantes se ajustaron usando
la ecuacion de logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10: Valores de CEso de Fcab anti-LAG-3 humana en el ensayo de activacion de células T DO11.10

Fcab anti-LAG-3 humana (con mutacion LALA) y mAb anti-LAG-3 humana de | CEso (nM)
referencia, 25F7
FS18-7-95 0,8
FS18-7-78 1,0
FS18-7-62 1,1
FS18-7-33 1,1
FS18-7-65 1,1
FS18-7-9 1,2
FS18-7-36 1,3
FS18-7-58 1,3
FS18-7-88 1,3
FS18-7-32 1,7
25F7 2,2

Los Fcab lideres humanos muestran una actividad significativa en el ensayo de activacion de células T con potencias
en el intervalo de 1-2 nM. Los Fcab tienen una potencia ligeramente mejorada que el mAb anti-LAG-3 humana de
referencia 25F7. Se espera que la potencia mejorada en el ensayo de activacion de células T sea predictiva de una
eficacia mejorada en pacientes humanos a través de la inhibicién potenciada de LAG-3.

2.2 Actividad de Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos en un ensayo de activacion de células T DO11.10 LAG-3 de raton

Los Fcab anti-LAG-3 de ratdn sustitutos (con una bisagra truncada; SEQ ID NO: 58) que contenian la mutacion LALA
se sometieron a prueba en un ensayo de activacion de células T basado en DO11.10.

Medios de cultivo celular y péptido:

¢ Medio de cultivo celular de DO11.10: DMEM (Gibco, 61965-026) FBS al 10 % (Gibco, 10270-106), piruvato de
sodio 1 mM (Gibco, 11360-070), puromicina 1 ug/ml (Gibco, A11138-03)

¢ Medio experimental: medio de cultivo de DO11.10 completo sin puromicina.

¢ Medios de cultivo celular de A20: RPMI (Gibco, 61870-010) FBS al 10 % (Gibco, 10270-1086), piruvato de sodio
1 mM (Gibco, 11360-070)

e Péptido OVA (PM = 1773,9 Da): H-ISQAVHAAHAEINEAGR-OH (Pepscan)

Células:

e DO11.10 mLAG-3: Células T DO11.10 transducidas con un vector lentiviral para sobreexpresar LAG-3 de
ratén (como anteriormente)
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e A20: Linea de linfoma de células B de BALB/c que expresa MHC de clase Il (ATCC, TIB-208)

Se prepararon diluciones de Fcab o mAb de referencia en 200 ul de medio experimental. Los Fcab se mezclaron 1:1
(170 ul + 170 pl) con 4x10%ml de células DO11.10 LAG-3 en medio experimental y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2
durante 1 hora. Se incubaron 2x10° células A20/ml de medio experimental con péptido OVA 1 uM durante 30 minutos.
Se afiadieron 360 ul de la mezcla de células A20 + OVA a 360 pl de la mezcla de células DO11.10 LAG-3/Fcab. Las
células se mezclaron después en una placa de pocillos profundos y se cultivaron en una placa de fondo redondo de
96 pocillos con 200 ul de la mezcla/pocillo. El cribado se sometié a ensayo por triplicado. Las células se incubaron a
37 °C, 5 % de CO2 durante 24 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron a ensayo con el kit de ELISA
de IL-2 de ratén (eBioscience, 88-7024-88 o R&D systems, SM2000) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de
570 nm se restaron de los de 450 nm (correccion). La curva patrdn para el calculo de la concentracién de citocinas se
basé en un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (software Gen5, BioTek). La concentracion de miL-2 se
represento frente al logaritmo de la concentracion de Fcab o de mAb de referencia y las curvas resultantes se ajustaron
usando la ecuacion de logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la
tabla 11 y la Figura 2.

Tabla 11: Valores de CEso y liberacion de IL-2 maxima de Fcab anti-LAG-3 sustitutos en el ensayo de activacion de
células T DO11.10

Fcab sustitutos especificos para LAG-3 de raton (con mutaciéon LALA) y CEso Liberacién de IL-2
mAb anti-LAG-3 de ratéon de referencia, COB7W (nM) maxima (pg/ml)
FS18-7-108-29 1,9 205
FS18-7-108-35 1,8 176
CI9B7W 5,1 48

Los Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos mostraron actividad significativa en el ensayo de activacion de células T con
potencias en el intervalo de 2 nM. Los Fcab anti-LAG-3 de ratén sustitutos tenian mayor potencia que el anticuerpo
anti-LAG-3 de ratdén de referencia, como es evidente a partir de la CEso mejorada y la activacién maxima 4 veces
mayor de la liberacién de IL-2. Se espera que la potencia y la activacion maxima mejoradas de estos Fcab en
comparacién con el producto de referencia dé como resultado una actividad mejorada en estudios de eficacia murina
en comparacién con el producto de referencia a través de la inhibicién mejorada de LAG-3.

2.3 Actividad de FS18-7-9 en formato de mAb? simulado en un ensayo de activacion de células T DO11.10 LAG-3 de
macaco cangrejero

Uno de los Fcab lideres, FS18-7-9, se sometié a prueba en un ensayo de activacion de células T basado en DO11.10
LAG-3 de macaco cangrejero en el formato de mAb2 simulado que comprende la mutacién LALA descrita
anteriormente.

Medios de cultivo celular y péptido:

¢ Medio de cultivo celular de DO11.10: DMEM (Gibco, 61965-026) FBS al 10 % (Gibco, 10270-106), piruvato de
sodio 1 mM (Gibco, 11360-070), puromicina 1 ug/ml (Gibco, A11138-03)

¢ Medio experimental: medio de cultivo de DO11.10 completo sin puromicina.

¢ Medios de cultivo celular de A20: DMEM (Gibco, 61965-026) FBS al 10 % (Gibco, 10270-106), piruvato de sodio
1 mM (Gibco, 11360-070), puromicina 1 ug/ml (Gibco, A1 1138-03)

e Péptido OVA (PM = 1773,9 Da): H-ISQAVHAAHAEINEAGR-OH (Pepscan)
Células:

e DO11.10 cynoLAG-3: células T DO11.10 transducidas con un vector lentiviral para sobreexpresar LAG-3 de
macaco cangrejero (como anteriormente)

e | K352 PLVX: hibridoma de células B transducido con un vector lentiviral vacio (pLVX);

Se prepararon diluciones del Fcab FS18-7-9 en formato de mAb? simulado (FS18-7-9/4420LALA) o mAb de referencia
en medios experimentales. Se mezclaron células DO11.10 (0,3 x 108 células/ml) en una proporcion 1:1 con anticuerpos
a 3 x concentracion final. Los anticuerpos y las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 durante 1 hora. Se incubaron
células LK 35.2 a 3x10° células/ml de medio experimental con el péptido OVA a 1,5 uM durante 30 minutos. Se
afiadieron 70 pl de células LK 35.2 + OVA a 140 ul de DO11.10/anticuerpo. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de
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CO2 durante 24 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron a ensayo con el kit de ELISA de IL-2 de raton
(eBioscience, 88-7024-88 o R&D systems, SM2000) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron
a 450 nm usando el lector de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de 570 nm se restaron
de los de 450 nm (correccion). La curva patron para el calculo de la concentracién de citocinas se basé en un ajuste
de curva logistica de cuatro parametros (software Gen5, BioTek). La concentracién de miL-2 se represent6 frente al
logaritmo de la concentracién de Fcab en formato de mAb? simulado o mAb de referencia y las curvas resultantes se
ajustaron usando la ecuacion log (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la
tabla 12 y la Figura 3.

Tabla 12: Valores de CEso y liberacion de IL-2 maxima de Fcab anti-LAG-3 en el ensayo de activacién de células T
DO11.10 de macaco cangrejero

Fcab FS18-7-9 en formato de mAb? simulado o mAb anti- CEso Liberacién de IL-2
LAG-3 humana de referencia (nM) maxima (pg/ml}
FS18-7-9/4420LALA 5,6 608
25F7 11,4 430

El Fcab FS18-7-9 en formato de mAb? simulado mostré actividad significativa en el ensayo de activacién de células T
con una potencia de 5,6 nM. Especificamente, el Fcab FS18-7-9 en formato de mAb? simulado tenia mayor potencia
contra LAG-3 de macaco cangrejero que el anticuerpo anti-LAG-3 humana de referencia, como es evidente a partir de
la CEso mejorada y la activacion maxima mas alta de la liberacién de IL-2. En comparacion con el producto de
referencia, la CEso y activacién méxima del Fcab en formato de mAb? simulado en LAG-3 humana y de macaco
cangrejero, segln se determina usando un ensayo de activacion de células T, es mas similar (el producto de referencia
tiene una CEso inferior en LAG-3 de macaco cangrejero que el Fcab pero tiene una CEso similar en LAG-3 humana en
el ensayo de activacion de células T). Por lo tanto, se espera que los resultados de estudios en macacos cangrejeros
usando los Fcab, por ejemplo, en formato de mAb? simulado, sera mas predictivo de la respuesta en pacientes
humanos. Por ejemplo, si una mayor potencia dio como resultado una mayor toxicidad, se espera que esto se observe
cuando se realicen pruebas en un modelo de macaco cangrejero, mientras que en una molécula con menor potencia
en macacos cangrejeros que en seres humanos no se observaria esto antes de comenzar los ensayos en pacientes
humanos.

Ejemplo 3 - Eficacia antitumoral in vivo de Fcab en formato de mAb?
3.1 Preparacion de mAb? para pruebas in vivo en ratones

Se prepararon moléculas de mAb? que comprendian el Fcab anti-LAG-3 de ratén sustituto, FS18-7-108-29. Las
moléculas de mAb? comprendian una region Fab especifica para CD73 murino (TY11.8), TIM-3 murino (RMT3-23),
CSF-1R murino (AFS98) o CLTA-4 murino (9D9), y se sometieron a prueba para determinar la actividad antitumoral
in vivo usando un modelo de crecimiento tumoral de raton singénico MC38. Las secuencias de Fab se obtuvieron
como sigue:

Anticuerpo de rata anti-TIM-3 de ratén

Nombre del clon - RMT3-23
Referencia - Nakayama, M et al, 2009

Anticuerpo de ratén anti-CTLA-4 de ratén

Nombre del clon - 9D9
Referencia - Solicitud de patente US 2011/0044953 A1

Anticuerpo de rata anti-CSF-1R de ratén

Nombre del clon - AFS98
Referencia - Sudo T, et al 1995

Anticuerpo de rata anti-CD73 de ratén

Nombre del clon - TY11.8
Referencia - Yamashita, Y. et a/ 1998

Para producir los anticuerpos de control para los experimentos in vivo, las regiones pesadas variables de cada una de
las fuentes anteriores se unieron a las regiones constantes de IgG1 humana (G1m17), las regiones ligeras variables
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de cada una de las fuentes anteriores se unieron a la regién constante humana (Km1) a través de la region J kappa 1
humana (excepto 9D9 donde se usé la regién J kappa 1 de ratén). Los mAb? para los estudios in vivo se generaron
sustituyendo los dominios CH3 de los constructos reformateados descritos anteriormente con FS18-7-108-29.

3.2 Actividad de mAb? en un modelo de tumor singénico MC38

El modelo de tumor singénico MC38 se uso6 en este experimento ya que se sabe que los tumores MC38 son altamente
inmunogénicos dando como resultado una expresion aumentada de LAG-3 en células inmunitarias en el entorno
tumoral y la periferia tumoral.

Se dejaron descansar ratones hembra C57BL/6 (Charles River) de 8-10 semanas de edad y que pesaban 20-25 g
cada uno durante una semana antes del inicio del estudio. A todos se les puso un microchip y se les administré un
identificador Unico. Cada cohorte tenia 10 ratones. La linea celular de carcinoma de colon MC38 (S. Rosenberg, NIH)
se expandio inicialmente, se almacend y después se someti6 a cribado previo por IDEXX Bioresearch para detectar
patogenos usando el protocolo IMPACT | y se mostr6 que estaba libre de patégenos. Las células MC38 se
descongelaron a partir del almacenamiento a -150 °C y se afiadieron a 20 ml de DMEM (Gibco, 61965-026) con FCS
al 10 % (Gibco, 10270-106) en un matraz de cultivo tisular T175. Cada animal recibié 2x10° células inyectadas por via
subcutanea en el costado izquierdo. 7-8 dias después de la inoculacién de células tumorales, se retiraron del estudio
ratones que no tenfan tumores en este punto. Todas las moléculas de mAb? y el anticuerpo de control se analizaron
dentro de las 24 horas anteriores a la inyeccién mediante la obtencién del perfil de SEC-HPLC y se comprobé la
presencia de impurezas.

Las moléculas de mAb? y el anticuerpo de control se inyectaron en ratones a una concentracion final de 10 mg/kg en
PBS. Cada raton recibié mAb? o mezcla de anticuerpos de control mediante inyeccion intraperitoneal (IP) los dias 8,
11 y 14 después de la inoculacién del tumor. Se tomaron mediciones precisas de los tumores, se realizé cualquier
dosificacion de farmaco debida el dia en cuestién, y los ratones se sometieron a observacién estrecha durante el resto
del ensayo. Se tomaron mediciones de volumen tumoral con calibres para determinar el eje mas largo y el eje mas
corto del tumor. Se usoé la siguiente féormula para calcular el volumen tumoral:

Lx(S%)/2
donde L = eje mas largo; S = eje mas corto
El ensayo se detuvo el dia 25 cuando la carga tumoral se considerd cercana a las restricciones.

Como se muestra en la Figura 4, todas las moléculas de mAb? sometidas a prueba mostraron inhibicion significativa
del crecimiento tumoral en comparacion con los ratones tratados con el control de IgG. El estudio muestra que, en
ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, la inhibicién de LAG-3 en combinacioén con la inhibicién
con TIM-3, CSF-1R, CTLA-4 o CD73 conduce a una reduccion en el crecimiento tumoral, presumiblemente a través
de un aumento de la actividad del sistema inmunitario. Los modelos de ratén singénicos se aceptan como sistemas
murinos apropiados para someter a prueba el efecto antitumoral de inhibir dianas terapéuticas y se han usado
ampliamente para validar el desarrollo de agentes terapéuticos humanos. Se ha demostrado que la inhibicion de CTLA-
4 da como resultado un aumento de la sensibilizacion de células T en los ganglios linfaticos. Una vez sensibilizada, la
célula T migra al microentorno tumoral donde el bloqueo del eje PD-1/PD-L1 potencia la activaciéon de la célula T
sensibilizada, dando como resultado efectos antitumorales sinérgicos de la combinacién de anti-CTLA-4 y anti-PD-
1/PD-L1. Esto se refleja en el aumento de la eficacia de la combinacion de PD-1 y CTLA-4 en la clinica. Se plantea la
hipotesis de que la profunda inhibicién tumoral causada por el mAb? frente a LAG-3/CTLA-4 en el modelo de tumor
singénico MC38 es a través de una sinergia similar; la inhibicién de la sensibilizacién de células T que aumenta CTLA-
4 y la inhibicion de la activacién de células T que aumenta LAG-3 en el sitio del tumor. El efecto mas modesto de la
inhibicién doble de LAG-3 y TIM-3 puede atribuirse a que LAG-3 y TIM-3 suprimen células T agotadas con un modo
de accién similar. Estas son sefiales secundarias que se expresan después de que PD-1 esté en células T. Con la
inhibicién de PD-1 todavia retenida, la inhibicion de TIM-3 y LAG-3 solo puede lograr resultados leves.

Los macréfagos son criticos para mantener un entorno tumoral inmunosupresor. La selecciéon como diana de CSF-1R
da como resultado una disminucién en macréfagos asociados a tumores debido a la inhibicién de |a diferenciacién de
macréfagos y la eliminacién de sefiales de supervivencia. Se plantea la hip6tesis de que la profunda inhibicién tumoral
causada por el mAb? frente a LAG-3/CSF-1R en el modelo de tumor singénico MC38 es a través de sinergia resultante
de una liberacion de la inmunosupresion inducida por macréfagos en el entorno tumoral que permite que los
anticuerpos frente a LAG-3 aumenten la activacion de células T en el sitio tumoral. En la clinica estan evaluandose ya
combinaciones de CSF-1R e inhibidores de puntos de control, lo que ayudara a informar de la viabilidad de combinar
CSF-1R con la inhibicién de LAG-3. El bloqueo de CD73 también da como resultado la inhibicién de macréfagos, sin
embargo, el efecto supresor tumoral intermedio del mAb? frente a CD73/LAG-3 sugiere que anti-CD73 puede ser un
inhibidor de macr6fagos menos potente. Puesto que los Fcab anti-LAG-3 de raton sustitutos estan tan estrechamente
relacionados en secuencia con los Fcab anti-ser humano (y se derivaron del mismo Fcab anti-LAG-3 humana parental),
ambos se unen a un epitopo muy similar de LAG-3 (de ratén y humana, respectivamente) a pesar de la diferencia en
homologia entre LAG-3 humana y murina. Por consiguiente, se espera que los resultados observados en ratones
después de su tratamiento con mAb? que comprende el Fcab anti-LAG-3 de ratén sustituto sean predictivos del

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 3010640 T3

tratamiento de pacientes humanos con mAb? que comprende el Fcab anti-LAG-3 humana.
Ejemplo 5: Efecto del tratamiento con Fcab sobre la expresion de LAG-3 de células T

Se sometié a prueba el efecto del LAG-3/mAb? simulado, FS18-7-108-29/4420 que contiene la mutacion LALA (SEQ
ID NO: 132 y 85), denominado FS18-29/4420, el mAb frente a PD-L1 de referencia S1 que contiene la mutacién LALA
(SEQ ID NO: 122 y 119) y una combinacién de FS18-29/4420 y S1, sobre la expresion de LAG-3 de TIL.

El dia del implante, se recogieron células MC38.0VA cultivadas durante el crecimiento en fase logaritmica (confluencia
~75 %) y se resuspendieron en PBS a una concentracion de 1 x 107 células/ml. Los tumores se iniciaron anestesiando
en primer lugar cada animal con isoflurano, después implantando por via subcutanea 1 x 108 células MC38.0VA
(suspension de 0,1 ml) en el costado izquierdo de cada animal de prueba. Once dias después de la implantacion de
células tumorales, los animales se aleatorizaron, usando un método de aleatorizacién determinista, en cinco grupos
con volimenes tumorales individuales de 32 a 62,5 mm?. Los animales se dosificaron a 10 mg/kg de anticuerpo o
mAb? los dias 12, 14 y 16 después de la inoculacién del tumor, y se recogieron tumores de tres animales/grupo los
dias 19 y 23 después de la inoculacion del tumor. Se us6 un disociador GentleMACS™ para disociar el tumor con las
células tamizadas posteriormente a través de un filtro de células de 70 um para obtener una suspension de células
individuales. Se resuspendieron 1x108 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en tampdn FACS con tincion de
viabilidad 1:3000 y bloqueo de Fc (anticuerpo anti-CD16/32). Las células para el analisis de FACS se tifieron usando
una mezcla maestra que incluia anticuerpos marcados contra CD43, CD8a, CD4, FoxP3 y LAG-3. Para la tincién
intracelular de FoxP3, las células se fijaron y permeabilizaron antes de la tinciéon con el anticuerpo contra FoxP3. Las
muestras se procesaron en el citdmetro de flujo Canto Il con una matriz de compensacion y se contaron un minimo de
500.000 acontecimientos.

En este experimento, se examiné la expresion de LAG-3 en los TIL después de la tercera dosis de anticuerpo/mAb?
simulado, cuando se observo una separacién en el crecimiento del tumor entre los tratamientos de control y no de
control, pero antes de que hubiera una gran diferencia entre los tamafios del tumor que podrian sesgar los resultados.
En este momento, se encontrd que la expresioén de LAG-3 en los TIL estaba notablemente disminuida en animales
tratados con la combinacion de FS18-29/4420 y S1. Especificamente, como se muestra en la Figura 5, La expresion
de LAG-3 en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) con CD8, CD4 y FoxP3 disminuyd después del tratamiento con una
combinacién de FS18-29/4420 y S1 el dia 23, mientras que el tratamiento con FS18-29/4420 o S1 administrado
individualmente tuvo poco o ningln efecto sobre la expresion de LAG-3 en TIL.

Estos resultados muestran que se requiere una inhibicion doble de LAG-3 y PD-L1 para una disminucién en la
expresion de LAG-3 por TIL, ya que este fendmeno no se observd en animales tratados con agentes individuales
contra LAG-3 o PD-L1. Sin desear estar limitado por la teoria, se cree que el tratamiento doble con anti-LAG-3 y anti-
PD-L1 conduce a una disminucién en la expresién de LAG-3 en TIL, reduciendo asi el efecto inhibidor de LAG-3 y
permitiendo que los TIL superen el agotamiento. Una vez que los TIL se activan, se espera que sean capaces de
reconocer los neoantigenos expresados por el tumor y de generar una respuesta contra el mismo, y reducir asi la
carga tumoral.

Listado de secuencias

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-9
Bucle AB de FS18-7-9 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-9 - SNGQPENNY (SEQ ID NO: 2)

Bucle EF de FS18-7-9 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleotidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-9 (SEQ ID NO: 4)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGCAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACCGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATCGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGET
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Secuencia de nucleotidos optimizada para codones de CHO del dominio CH3 de Fcab FS18-7-9 (SEQ ID NO: 99)
GGCCAGCCCCGGGAACCCCAGGTGTACACACTGCCTCCATCCTGGGATGAGCCCTGGGGCGA
GGATGTGTCTCTGACCTGTCTCGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAG
AGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCA
TTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACAGTGCCCTACGACAGATGGGTGTGGCCCGACGAGTTCTCCT
GCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGAGCCCCG

GC

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-9 (SEQ ID NO: 5)
GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDYSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWYWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-9, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 6)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-9 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 7)
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-32

Bucle AB de FS18-7-32 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-32 - SNGQPENNY (SEQ ID NO: 8)

Bucle EF de FS18-7-32 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleotidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-32 (SEQ ID NO: 9)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAAATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATCAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-32 (SEQ ID NO: 10)

GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSEIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-32, que comprende la mutacién LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 11)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSEIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminodacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-32 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 12)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVYLTVLHADWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSEIAYEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLY SKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-33

Bucle AB de FS18-7-33 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-33 - SNGQPEDNY (SEQ ID NO: 13)

Bucle EF de FS18-7-33 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nuclettidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-33 (SEQ ID NO: 14)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG

AGCAATGGGCAGCCGGAGGACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG

CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGET
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-33 (SEQ ID NO: 15)

GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEDNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-33, que comprende la mutacién LALA

(subrayada) (SEQ ID NO: 16)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSYLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPEDNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWYWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de amino&cidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-33 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 17)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEYKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEDNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHE
ALHNHYTQKSLSLSFG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-36

Bucle AB de FS18-7-36 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-36 - SNGQPENNY (SEQ ID NO: 18)

Bucle EF de FS18-7-36 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleétidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-36 (SEQ ID NO: 19)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGLTCC
TACTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTOGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGG
T
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-36 (SEQ ID NO: 20)
GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSYFL
YSKLTVPYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de CH2+CH3 de dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-36, que comprende la mutacién
LALA (subrayada) (SEQ ID NO: 21)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSYFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-36 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 22)
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAFRIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSYFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSYMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-58

Bucle AB de FS18-7-58 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-58 - SNGYPEIEF (SEQ ID NO: 23)

Bucle EF de FS18-7-58 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nuclettidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-58 (SEQ ID NO 24)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTCGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGTATCCAGAAATCGAATTCAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCTTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoé&cidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-58 (SEQ ID NO: 25)

GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPEIEFKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVPYDRWVYWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-58, que comprende la mutacién LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 26)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPEIEFKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoé&cidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-58 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 27)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN

STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPEIEFKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-62
Bucle AB de FS18-7-62 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-62 - SNGIPEWNY (SEQ ID NO: 28)

Bucle EF de FS18-7-62 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)
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Secuencia de nuclettidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-62 (SEQ ID NO: 29)
GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGETGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATCGGGATCCCAGAATGGAACTATAAGACCACGCCTCCCGTGLCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-62 (SEQ ID NO: 30)
GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGIPEWNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTYPYDRWVYWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-62, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 31)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKFREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGIPEWNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVYWPDEFSCSYMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-62 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 32)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEYKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSYLTYLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGIPEWNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-65

Bucle AB de FS18-7-65 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-65 - SNGYAEYNY (SEQ ID NO: 33)

Bucle EF de FS18-7-65 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleétidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-65 (SEQ ID NO: 34)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATCGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTCCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGTATGCAGAATATAACTATAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-65 (SEQ ID NO: 35)
GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYAEYNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-65, que comprende la mutacién LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 36)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYAEYNYKTTPPVYLDSDGSFFLYSKLTYPYDRWYWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-65 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 37)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYAEYNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWYWPDEFSCSVYMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-78

Bucle AB de FS18-7-78 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-78 - SNGYKEENY (SEQ ID NO: 38)

Bucle EF de FS18-7-78 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleétidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-78 (SEQ ID NO 39)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGTATAAAGAAGAAAACTATAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-78 (SEQ ID NO: 40)
GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYKEENYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-78, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 41)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYKEENYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab CH3 FS18-7-78 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 42)
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYKEENYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-88

Bucle AB de FS18-7-88 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-88 - SNGVPELNYV (SEQ ID NO: 43)

Bucle EF de FS18-7-88 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nuclettidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-88 (SEQ ID NO 44)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGETGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGGTTCCAGAACTGAACGTTAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGGTGGGTTTGGCCGGATGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-88 (SEQ ID NO: 45)

GQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGVPELNVKTTPPYLDSDGSFFL
YSKLTYPYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-88, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 46)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKFREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPARIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGVPELNVKTTPPYLDSDGSFFLY SKLTYPYDRWVWPDEFSCSVYMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-88 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 47)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVYLTYLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGAQPREPQVYYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPELNVKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVPYDRWVWPDEFSCSYMHEA
LHNHYTQKSLSLSPG

Secuencias de aminoacidos de las regiones de bucle de Fcab FS18-7-95

Bucle AB de FS18-7-95 - WDEPWGED (SEQ ID NO: 1)

Bucle CD de FS18-7-95 - SNGYQEDNY (SEQ ID NO: 48)

Bucle EF de FS18-7-95 - PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de nucleétidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-95 (SEQ ID NO 49)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCTGGGATGAGCCGTGGGGTGAA
GACGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGTATCACGAAGATAACTATAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCCGTATGATAGCGTCGGTTTGGCCGGATCGAGTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de Fcab FS18-7-95 (SEQ ID NO: 50)
GAQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYQEDNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVPYDRWYWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-95, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 51)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGED
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYQEDNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab FS18-7-95 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 52)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYQEDNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVYMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 de IgG1 humana de tipo silvestre (SEQ ID NO: 53)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYN
STYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSNKALPAPIEKTISKAK
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 de IgG1 humana que comprende la “mutacién LALA” (subrayada) (SEQ
ID NO: 54)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPARPIEKTISKAK

Secuencia de aminoéacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab de “tipo silvestre” sin mutacién LALA (SEQ ID NO: 55).
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRWSVLTYLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYFPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de los dominios CH2 y CH3 de Fcab de “tipo silvestre”, que comprende la mutacién LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 56)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVY
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSVYMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoé&cidos de la regién bisagra de IgG1 humana (SEQ ID NO: 57)

EPKSCDKTHTCPPCP

Secuencia de aminoacidos de la regién bisagra truncada de IgG1 humana (SEQ ID NO: 58)

TCPPCP

Secuencia de aminoacidos del Fcab anti-LAG-3 de raton FS18-7-108-29, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO 59)

El dominio CH3 se muestra en cursiva. Los bucles AB, CD y EF del dominio CH3 se muestran en negrita y subrayados

TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGRPREPQVYTLPPSWDEP

WGEDVSL TCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKL TVPFERWMWPDEFS
. CSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos del Fcab anti-LAG-3 de ratén FS18-7-108-29 sin mutacién LALA (SEQ ID NO: 60)

El dominio CH3 se muestra en cursiva. Los bucles AB, CD y EF del dominio CH3 se muestran en negrita y subrayados

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGYVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLFPPSWDEP

WGEDYSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPEERWMWPDEFS
. CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos del Fcab anti-LAG-3 de raton FS18-7-108-35, que comprende la mutacion LALA
(subrayada) (SEQ ID NO: 61)

El dominio CH3 se muestra en cursiva. Las regiones de bucle AB, CD y EF se muestran en negrita y subrayadas.
TCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP

REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEP

WGEDVSL TCLVKGFYPSDISVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL TVPFERWMWPDEFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoacidos del Fcab anti-LAG-3 de raton FS18-7-108-35 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 62)
El dominio CH3 se muestra en cursiva. Las regiones de bucle AB, CD y EF se muestran en negrita y subrayadas.

TCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEYHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLFPPSWDEP
WGEDVSLTCLVKGFYPSDISVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVPEERWMWPDEFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-9/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 63)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGETFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-9/4420 sin mutacion LALA
(SEQ ID NO: 64)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVYASGETESDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS

VKGRFTISRDDSKSSYYLQMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVYVYTVPSSSLGTQT

YICNVYNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHADWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL

DSDGSFFLYSKLTVEYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-32/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 65)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVYSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLY SLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVIL HQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSEIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-32/sin mutacion LALA
(SEQ ID NO: 66)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGETF SDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSYYLQOMNNLRVEDMGIYYCIGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAYLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSEVLTVLHADWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDYSLTCLVKGFYPSEIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-33/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 67)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTEFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTYSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVYVTVPSSSLGTQT

YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALP

APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPEDNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTYPYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-33/4420 sin mutacion
LALA (SEQ ID NO: 68)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTEFSDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS

VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVYFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT

YICNVNHKPSNTKVDKKYEFKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVLHADWLNGKEYKCKYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEDNYKTTPPVL

DSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC F$18-7-36/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 69)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVAPGRPMKLSCVASGFTF SDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLAMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVLAOSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSYFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-36/4420 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 70)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTEFSDYWMNWYVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDMGIYYCIGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLESVVTVYPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
 DSDGSYFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC F$18-7-58/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 71)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYYLOMNNLRVEDMGIYYCTGESYYGMRDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPEIEFKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-58/4420 sin mutacion
LALA (SEQ ID NO: 72)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGETESDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS

VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDMGIYYCIGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSYFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT

YICNVNHKPSNTKVDKKVYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSL TCLVKGFYPSDIAVEWESNGYPEIEFKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTYPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-62/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 73)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTF SDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMRDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TV HQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGIPEWNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-62/4420 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 74)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTF SDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
S3KSTSGGTAALCGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS3SLGTQT
YICNVNHKPSNTKYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGF SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGIPEWNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC F$18-7-65/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 75)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.
EVKLDETGGGLYQPGRPMKLSCVASGETESDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSYYLOMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TV HQDWLNGKEYKCKVYSNKALP
APIEKTISKAKGGPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYAEYNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-65/4420 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 76)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLYQPGRPMKLSCVASGETESDYWMNWVYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTYPSSSLGTQT
YICNVYNHKPSNTKVYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYAEYNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-78/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 77)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.
EVKLDETGGGLYQPGRPMKLSCVASGFTFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSYYLOMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYKEENYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-78/4420 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 78)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGF TESDYWMNWYVYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVYVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDYSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYKEENYKTTPPVL

 DSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLEPG

Secuencia de aminodacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-88/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 79)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTESDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYYLQMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSYTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTAT
YICNYNHKPSNTKVYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY

DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPFREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP

APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGVPELNVKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTYPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-88/4420 sin mutacion
LALA (SEQ ID NO: 80)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTEFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPYTYSWNSGALTSGVYHTFPAVLAQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGFSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TV HODWILNGKEYKCKVSNKAL PAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGVPELNVKTTPPVL

 DSDGSFFLYSKLTVRYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-95/4420 que comprende
la mutacién LALA (SEQ ID NO: 81)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTESDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIENKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLAQMNNLRVEDMGIYYCTGESYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQYYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVYKGFYPSDIAVEWESNGYQEDNYKTTFP
VLDSDGSFFLYSKLTVPYDRWVWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 humana/FITC FS18-7-95/4420 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 82)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGETESDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTYSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVYSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHADWLNGKEYKCKVYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGYQEDNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVEYDRWVWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de amino&cidos de la cadena pesada del mAb anti-FITC 4420 que comprende la mutacion LALA (SEQ ID
NO: 83)

La posicion de las CDR esta subrayada. La posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDYWMNWVYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb anti-FITC 4420 sin mutacion LALA (SEQ ID NO: 84)
La posicion de las CDR esta subrayada.

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTEFSDYWMNWYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRYEDMGIYYCTGSYYGMDYWGAQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAP

SSKETSGGTAALGCLYKDYFPEPVYTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVYTVPSSSLGTQT

YICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLY SKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del mAb anti-FITC 4420 (SEQ ID NO: 85)
La posicion de las CDR esta subrayada.

DVWMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYL RWYLQKPGQSPKVLIYKYSNRFSGYPDRF
SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGYYFCSQSTHYPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSYFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEY
THQGLSSPYTKSFNRGEC
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb2 anti-LAG-3 de raton/PD-L1 FS18-7-108-29/S1 con la
mutacién LALA (SEQ ID NO: 86)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTEFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK
GRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY

DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP

APIEKTISKAKGQPREFPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTYPFERWMWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb2 anti-LAG-3 de ratén/PD-L1 FS18-7-108-29/S1 sin mutacion
LALA (SEQ ID NO: 87)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK
GRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP
SBKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNVYNAKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLYKGFYPSDIVVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVPEERWMWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 de ratén/PD-L1 FS18-7-108-35/S1 con la
mutacién LALA (SEQ ID NO: 88)

La posicién de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas. La
posicion de la mutacion LALA esta en negrita.

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK
GRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYVSWNSGALTSGVHTFPAVLAQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSWDEPWGEDVSLTCLVKGFYPSDISVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTYPFERWMWPDEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? anti-LAG-3 de ratén/PD-L1 FS18-7-108-35/S1 sin mutacién
LALA (SEQ ID NO: 89)

La posicion de las CDR esta subrayada, y las secuencias de bucle AB, CD y EF estan en negrita y subrayadas.

EVALVESGGGLYVQPGGSLRLSCAASGETFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK
GRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTAQT
YICNVYNHKPSNTKYDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTYLHADWLNGKEYKCKYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPCQVYTLPPSWDEPWGEDYVSLTCLVKGFYPSDISVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVPEERWMWPDEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb anti-PD-L1 de raton S1 con mutacion LALA (SEQ ID NO: 90)
La posicion de las CDR esta subrayada. La posicion de la mutacion LALA esta en negrita

EVALVESGGGLYOPGGSLRLSCAASGFTESDSWIHWYVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK

GRFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGEDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVLAQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT

YICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY

DVSHEDPEVKFNWYYDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVYLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP

APIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPY
. LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb anti-PD-L1 de ratén S1 sin mutacién LALA (SEQ ID NO: 91)
La posicion de las CDR esta subrayada.

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK

GRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGEDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTAT
YICNVYNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHADWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLD

SDGSFFLY SKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminodacidos de la cadena ligera del mAb anti-PD-L1 de raton S1 (SEQ ID NO: 92)
La posicion de las CDR esta subrayada

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGS

GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLFTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSYFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL

NNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
. SPVTKSFNRGEC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb anti-LAG-3 humana 25F7 (SEQ ID NO 93)
La posicion de las CDR esta subrayada.

QVQLQAWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESDYYWNWIRQPPGKGLEWIGEINHRGSTNSNPSLKSR
VTLSLDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVYYCAFGYSDYEYNWFDPWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT

YICNYNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHADWLNGKEYKCKVYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGAQPENNYKTTPPYLD

SDGSFFLY SKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del mAb anti-LAG-3 humana 25F7 (SEQ ID NO 94)
La posicion de las CDR esta subrayada.

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSG

TDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQGTNLEIKRTYAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYYACEVTHQGLSS

PVTKSFNRGEC
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Secuencia de aminoacidos de LAG-3 humana (SEQ ID NO 95)

MWEAQFLGLLFLQPLWVAPVKPLAOPGAEVPYVWAQEGAPAQLPCSPTIPLQDLSLLRRAGYTWQHQ
PDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPRRYTVYLSVGPGGLRSGRLPLQPRYQLDERGRQRGD
FSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASMTASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRP

ASVHWFRNRGQGRVPVRESPHHHLAESFLFLPQVYSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLE

PPTPLTVYAGAGSRVGLPCRLPAGYGTRSFLTAKWTPPGGGPDLLYTCGDNGDFTLRLEDVSQAQAG
TYTCHIHLQEQQLNATVTLAITVTPKSFGSPGSLGKLLCEVTPVSGQERFYWSSLDTPSQRSFSGPW
LEAQEAQLLSQPWQCQLYQGERLLGAAVYFTELSSPGAQRSGRAPGALPAGHLLLFLILGVLSLLLLY
TGAF GFHLWRRQWRPRRFSALEQGIHPPQAQSKIEELEQEPEPEPEPEFEPEPEFEFPEQL

Secuencia de aminoacidos de LAG-3 de ratén (SEQ ID NO 96)

MREDLLLGFLLLGLLWEAPVVSSGPGKELPVYVWAQEGAPVHLPCSLKSPNLDPNFLRRGGVIWQHQ
PDSGQPTPIPALDLHQGMPSPRQPAPGRYTVYLSVAPGGLRSGRAPLHPHVALEERGLQRGDFSLWL
RPALRTDAGEYHATVRLPNRALSCSLRLRVGQASMIASPSGVLKLSDWYLLNCSFSRPDRFPVSVHW
FQGAQNRVPVYNSPRHFLAETFLLLPQVSPLDSGTWGCVLTYRDGFNVSITYNLKVLGLEPVAFLTVYA
AEGSRVELPCHLPPGVGTPSLLIAKWTPPGGGPELPVAGKSGNFTLHLEAVGLAQAGTYTCSIHLQG
QQLNATVTLAVITVTPKSFGLPGSRGKLLCEVTPASGKERFVWRPLNNLSRSCPGPVLEIQEARLLAE
RWQCQLYEGQRLLGATVYAAESSSGAHSARRISGDLKGGHLYLVLILGALSLFLLVAGAFGFHWWRK
QLLLRRFSALEHGIQPFPAQRKIEELERELETEMGQEPEPEPEPQLEPEPRQL

Secuencia de aminoacidos LAG-3 de macaco cangrejero (SEQ ID NO: 97)

MWEAQFLGLLFLQPLWVYAPVKPPQPGAEISVVYWAQEGAPAQLPCSPTIPLADLSLLRRAGVTWQHQ
PDSGPPAAAPGHPPYPGHRPAAPYSWGPRPRRYTVLSVGPGGLRSGRLPLOPRVQLDERGRQRG
DFSLWLRPARRADAGEYRATVHLRDRALSCRLRLRVGOASMTASPPGSLRTEDWVILNCSFSRPDR
PASVHWFRSRGQGRVPYQGSPHHHLAESFLFLPHYGPMDSGLWGCILTYRDGFNYSIMYNLTVLGL
EPATPLTVYAGACGSRVELPCRLPPAVGTQSFLTAKWAPPGGCPDLLVAGDNGDFTLRLEDVSQAQA
GTYICHIRLQGQOLNATVTLAIITVTPKSFGSPGSLGKLLCEVTPASGQEHF VWSPLNTPSQRSFSGP
WLEAQEAQLLSQPWQCQLHQGERLLGAAVYFTELSSPGAQRSGRAPGALRAGHLPLFLILGVLFLLL
LVTGAFGFHLWRRQWRPRRFSALEQGIHPPQAQSKIEELEQEPELEPEPELERELGPEPEPGPEPEP
EQL
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de anticuerpo o fragmento del mismo que comprende un sitio de unién a antigeno LAG-3 ubicado en
un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo o fragmento del mismo, en donde el sitio de unién a antigeno LAG-3
comprende las secuencias de aminoacidos WDEPWGED (SEQ ID NO: 1) y PYDRWVWPDE (SEQ ID NO: 3), y en
donde la secuencia de aminoacidos WDEPWGED esta ubicada en el bucle AB del dominio CH3 y la secuencia de
aminoacidos PYDRWVWPDE esta ubicada en el bucle EF del dominio CH3.

2. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacién 1, en donde el sitio de unién a antigeno
LAG-3 comprende ademas una de las siguientes secuencias en el bucle CD del dominio CH3:

(i) SNGQPENNY (SEQ ID NO: 2);
(i) SNGQPEDNY (SEQ ID NO: 13);
(i) SNGYPEIEF (SEQ ID NO: 23);
(iv) SNGIPEWNY (SEQ ID NO: 28);
(v) SNGYAEYNY (SEQ ID NO: 33);
(vi) SNGYKEENY (SEQ ID NO: 38);
(vii) SNGVPELNV (SEQ ID NO: 43); o
(viii) SNGYQEDNY (SEQ ID NO: 48);
preferiblemente SEQ ID NO: 2, 28 o 38, preferiblemente SEQ ID NO: 2.
3. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o 2, en donde:

(i} el dominio CH3 es un dominio CH3 de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana, preferiblemente un dominio CH3 de
IgG1 humana; y/o

(i) la molécula de anticuerpo o fragmento del mismo comprende el dominio CH3 expuesto en SEQ ID NO: 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50, preferiblemente SEQ ID NO: 5, 30 o 40, preferiblemente SEQ ID NO: 5.

4. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el dominio CH2 de la
molécula de anticuerpo es el dominio CH2 de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana, preferiblemente IgG1 humana, en
donde, opcionalmente, el dominio CH2 tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 53 o0 SEQ ID NO: 54.

5. El fragmento de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el fragmento de anticuerpo
comprende ademas un dominio CH2, opcionalmente en donde el fragmento de anticuerpo comprende el dominio CH2
de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana, preferiblemente IgG1 humana, opcionalmente en donde el dominio CH2 tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54.

6. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
molécula de anticuerpo o fragmento del mismo comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 6, 7, 11,12, 16, 17,
21,22,26,27,31,32,36,37,41,42, 46, 47, 51 0 52, preferiblemente SEQ ID NO: 6, 7, 31, 32, 41 0 42, preferiblemente
SEQIDNO:607.

7. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende
una regién bisagra de inmunoglobulina, o parte de la misma, en el extremo N-terminal del dominio CH2, opcionalmente
en donde la region bisagra, o parte de la misma, es una regién bisagra de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana, o parte
de la misma, preferiblemente una regién bisagra de IgG1 humana, o parte de la misma, opcionalmente en donde la
regién bisagra o parte de la misma tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 57 o SEQ ID NO: 58.

8. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6 a 7, en donde la molécula de
anticuerpo es una molécula de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana, preferiblemente una molécula de IgG1 humana.

9. Una molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y 6 a 8, en donde el sitio de unién
a antigeno basado en CDR de la molécula de anticuerpo se une a una molécula que es un modulador del sistema
inmunitario, opcionalmente en donde:

(@)

(i) el modulador del sistema inmunitario es un receptor inmunomodulador o un ligando para un receptor
inmunomodulador; o

(ii) el sitio de unién a antigeno basado en CDR es especifico para una molécula que es un inhibidor o activador
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del sistema inmunitario, preferiblemente un inhibidor del sistema inmunitario;
y/o

(b) el sitio de unién a antigeno basado en CDR es especifico para un antigeno seleccionado del grupo que consiste
en: proteina 4 asociada a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4), inmunoglobulina de células T y proteina 3 que contiene
dominio de mucina (TIM-3), CD73 y receptor de factor 1 estimulante de colonias (CSF1R).

10. La molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la
molécula de anticuerpo o fragmento del mismo estd conjugada con un modulador del sistema inmunitario, una
molécula citotéxica, un radioisétopo o un marcador detectable, opcionalmente en donde el modulador del sistema
inmunitario o la molécula citotéxica es una citocina.

11. Un &cido nucleico que codifica una molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, o un vector que comprende un &cido nucleico que codifica una molécula de anticuerpo o
fragmento del mismo segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Una célula hospedadora recombinante que comprende el acido nucleico o vector de la reivindicacion 11.

13. Un método para producir una molécula de anticuerpo o fragmento del mismo segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, que comprende cultivar la célula hospedadora recombinante de la reivindicacion 12 en
condiciones para la produccién de la molécula de anticuerpo o fragmento del mismo, que comprende opcionalmente
ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo o fragmento del mismo.

14. Una composicién farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a4 y 6 a 10, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 6 a 10, para su uso en un método
para tratar el cancer en un paciente, en donde el sitio de unién a antigeno basado en CDR de la molécula de anticuerpo
se une a una molécula que es un modulador del sistema inmunitario, y opcionalmente en donde el método comprende
ademas administrar al paciente:

(i) una vacuna antitumoral; o

(i) un agente quimioterapico.

45



g
{ einfiy

15628184

19R--8154

I8LL RIS

1592875

{€9-2-8T5d

185-£-8LSd

A 1988184

jee2 8154

lze1-e154

¥y
LS

—t
e
a.
i
—

1628153

5T {w
YA
s
7t
7%
[oras
61T

[Ze3 Hied 180}
(o feo) N

w e jeofojo i

(% el gk Sl Sk 54

b s Pl Pcf

o fon]
j5 v\h

86
S&
v
£6
6

&
06

8

S
LR

B
P8 jen

E13
S1E
FIL
&1t
[443
OTT
50T
&0
101
901
01
YO
€01
0T
101
Q0%
T8
12
£R

2

i

156-2-2154

~.
P

lee-z-9754

{8L-L-BISd

ES 3010640 T3

N EE

153488

179-2815]

e = | >

195-£-215%4

19828154

[

|EE-L-815d

3 12e-L-8lsd

o

SPapar| | a1 {aiSid A IATIO LTS IAQ3{OM|d IO S did{T{L|AIA[T|d]|3{8|d{DiD] L8153

08
67
il
var {=
7
¥

Tar m
LSt

Tt {13 {7
U F o

a7
LT
91
B
¥l
ET
[4
13
0T
6
g
£
5

L Fbe JL N |

T

[24
'l
&
7L

b o e

o
o
¥

46




ES 3010640 T3

uomenunuos ' einbiy

%6

______._”m__w_,_mm N, wH mu__w

%6

b erarsd

 %CL6

.” |99 m,.mﬁ m.,.w____..__.

%186

ol mﬁm“_&_\

%%

mm - mfm,ﬁ mn_

. %l'66

| eessd

:,mm

.,m____ e/ 8IST

m.&

,wﬁmnm 09 pepyuapy _ﬂm_

wr wﬁmm

mmum

47



ES 3010640 T3

{igu) [ayw 0 gesd]
00001 0001 00l 0L b 10 10'0
* . - * . ¥a.- : 0
. ...W ...\v [ ]
.1 .......... - - o w.»...
o s\. Lo
£
,m.ﬁ
3 L001L
4
m s 051
Ehmmo - m,mm
aged - m.... * -00C
GE-80L-L-8LSd e
62-801-/-81S4 e
L05Z

7 enbly

{lwyBd) z-11 w

48



ES 3010640 T3

L45¢ -
YIVIOZrr60-2-81Sd -8

00

b

01

(Inu) [ouon]
R

10’0

¢ enfily

100'0

002
3
b

-00r N
e
e

1009 3
=

-00

8

49



ES 3010640 T3

Py ILO/E-DVY] B BU8) Qi
di-d480/E-0V7 B ajus)y Nﬁ_qﬁ.@.

£L00/€-OV B ouaY qyul -
£-WIL/E-OVT B Sjudy gyl A

B op jo1U0T) ~em

l\
&
L
W

-G08

p embid

(Sww) {EIOWNG USLINOA

50



ES 3010640 T3

FEI8-28/420 + 81

4420

m
o
o
18

USSR

=8

 SATILEA LSS S TTS,

o (RSN

g & o o P -
& & B F &
OV T80 UL eP %

Tiempo después de la inoculacion del tumor

20
B3 FS18-2904420+ 51
e 4420

&
&
w

=~ 81

LSS LSS I L L
SRRV R RANE

40+

I & € ¢
+EOVI+PD L #P %

Tiempo después de ia incculacion del tumor

Figura b

51



ES 3010640 T3

3 FS18-28i4420

= &1
FS18-28/4420 + 31

4420

serascIRENRERLIEN]

g = SGAS S ST LLLSL LT,

NS

&0+

+£-0Y1 +£d%04 HL B %

Tiempe después de la inoculacion del tumor

Figura 5, continuacion

52



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - CLAIMS
	Page 45 - CLAIMS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS

