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DESCRIPCION
Politerapia de anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 y agonistas de 4-1BB (CD137)
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a politerapias que emplean anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 y
agonistas de 4-1BB (CD137), en particular trimeros de 4-1BBL que contienen moléculas de union a antigeno, el
uso de estas politerapias para el tratamiento del cancer y procedimientos para el uso de los politerapias.

ANTECEDENTES

Los trastornos proliferativos de linfocitos B describen un grupo heterogéneo de neoplasias malignas que incluye
tanto leucemias como linfomas. Los linfomas se desarrollan a partir de células linfaticas e incluyen dos categorias
principales: linfomas de Hodgkin (LH) y linfomas no Hodgkin (LNH). En los Estados Unidos, los linfomas con origen
en los linfocitos B constituyen aproximadamente el 80-85 % de todos los casos de linfoma no Hodgkin, y existe
una heterogeneidad considerable dentro del subconjunto de linfocitos B, en base a patrones de expresion
genotipica y fenotipica en el linfocito B de origen. Por ejemplo, los subconjuntos de linfomas de linfocitos B incluyen
enfermedades poco activas e incurables de crecimiento lento, tales como el linfoma folicular (LF) o la leucemia
linfocitica crénica (LLC), asi como los subtipos mas agresivos, el linfoma de células del manto (LCM) y el linfoma
difuso de linfocitos B grandes (LDLBG). A pesar de la disponibilidad de diversos agentes para el tratamiento de los
trastornos proliferativos de linfocitos B, existe una necesidad continua de desarrollo de tratamientos seguros y
eficaces para prolongar la remision y mejorar las tasas de curacion en los pacientes.

Un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 es una molécula que se dirige al CD20 expresado en los linfocitos
B y a la cadena épsilon de CD3 (CD3¢) presente en los linfocitos T. La unién simultanea da lugar a la activacion
de los linfocitos T y a la muerte de los linfocitos B mediada por los linfocitos T. En presencia de linfocitos B CD20",
ya sean circulantes o residentes en tejidos, las dosis farmacolégicamente activas de anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 desencadenaran la activacion de linfocitos T y la liberacion de citocina asociada. Paralelamente a
la disminucion de los linfocitos B en la sangre periférica, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 da lugar a
una disminucion transitoria de los linfocitos T en la sangre periférica dentro de las 24 horas posteriores a la primera
administracion, y a un pico en la liberacidn de citocinas, seguido de una rapida recuperacion de los linfocitos T y
del retorno en 72 horas de los niveles de citocinas a los valores iniciales. Por tanto, para lograr la eliminacién
completa de las células tumorales, existe la necesidad de un agente adicional que conserve la activacion de los
linfocitos T y proporcione una respuesta inmunitaria duradera a las células cancerosas.

El 4-1BB (CD137), un miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (FNT), se identifico
por primera vez como una molécula inducible expresada por linfocitos T activos (Kwon y Weissman, 1989).
Estudios posteriores demostraron que muchas otras células inmunitarias también expresan 4-1BB, incluyendo
linfocitos NK, linfocitos B, linfocitos NKT, monocitos, neutréfilos, mastocitos, células dendriticas (CD) y células de
origen no hematopoyético, tales como las células endoteliales y de musculo liso (Vinay y Kwon, 2011). La expresion
de 4-1BB en diferentes tipos de células es casi siempre inducible e impulsada por diversas sefales estimuladoras,
tales como la activacion del receptor de linfocitos T (RLT) o del receptor de linfocitos B, asi como la sefalizaciéon
que inducen moléculas coestimuladoras o receptores de citocinas proinflamatorias (Diehl et al., 2002; Zhang et al.,
2010).

El ligando de 4-1BB (4-1BBL o CD137L) se identifico en 1993 (Goodwin et al., 1993). Se ha demostrado que la
expresion de 4-1BBL estaba restringida en células presentadoras de antigeno profesionales (CPA) tales como
linfocitos B, CD y macrofagos. La expresion inducible de 4-1BBL es caracteristica de los linfocitos T, incluyendo
tanto subconjuntos de linfocitos T al® como y&, y células endoteliales (Shao y Schwarz, 2011).

La coestimulacién a través del receptor 4-1BB (por ejemplo, mediante unién a 4-1BBL) activa multiples cascadas
de sefalizacion dentro del linfocito T (tanto en los subconjuntos CD4* como en los CD8*), lo que aumenta
poderosamente la activacion de los linfocitos T (Bartkowiak y Curran, 2015). En combinacién con la activacion del
RLT, los anticuerpos agonistas especificos de 4-1BB potencian la proliferacion de linfocitos T, estimulan la
secrecion de linfocinas y disminuyen la sensibilidad de los linfocitos T a la muerte celular inducida por activacion
(Snell et al., 2011). Este mecanismo se presentdé como la primera prueba de concepto en inmunoterapia contra el
cancer. En un modelo preclinico, la administracion de un anticuerpo agonista contra 4-1BB en ratones portadores
de tumores dio lugar a un potente efecto antitumoral (Melero et al., 1997). Mas tarde, la evidencia acumulada indico
que 4-1BB normalmente presenta su potencia como agente antitumoral solo cuando se administra en combinacion
con otros compuestos inmunomoduladores, reactivos quimioterapicos, vacunacion especifica para tumores o
radioterapia (Bartkowiak y Curran, 2015). LIU RONG ET AL.: “Efficient inhibition of human B-cell ymphoma in SCID
mice by synergistic antitumor effect of human 4-1BB ligand/anti-CD20 fusion proteins and anti-CD3/anti-CD20
diabodies”, JOURNAL OF IMMUNOTHE, LIPPINCOTT WILLIAMS & WILKINS, EE. UU., vol. 33, n.° 5, 1 de junio
de 2010 (01/06/2010), paginas 500-509, documento XP008178640, ISSN: 1537-4513, DOl
10.1097/CJ1.0B013E3181D75C20 divulga la administracién dirigida de 4-1BBL al sitio tumoral y la inhibicion del
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linfoma de linfocitos B humanos en ratones con IDCG cuando se combina con diacuerpos anti-CD3/anti-CD20.

Para la sefalizacion de la superfamilia de RFNT se necesita la reticulacién de los ligandos trimerizados para
acoplarse con los receptores, al igual que los anticuerpos agonistas de 4-1BB, que requieren una union a Fc natural
(Li y Ravetch, 2011). Sin embargo, la administracion sistémica de anticuerpos agonistas especificos de 4-1BB con
el dominio Fc funcionalmente activo dio como resultado una afluencia de linfocitos T CD8* asociada con toxicidad
hepatica (Dubrot et al., 2010) que disminuye o mejora significativamente en ausencia de receptores de Fc
funcionales en ratones. En el ambito clinico, un Ab agonista de 4-1BB competente con Fc (BMS-663513)
(NCT00612664) causé una hepatitis de grado 4 que dio lugar a la terminacion del ensayo (Simeone y Ascierto,
2012). Por lo tanto, existe la necesidad de agonistas de 4-1BB eficaces y mas seguros.

Se han preparado proteinas de fusion compuestas por un dominio extracelular de un ligando de 4-1BB y un
fragmento de anticuerpo monocatenario (Hornig et al., 2012; Muller et al., 2008) o un unico ligando de 4-1BB
fusionado al extremo C de una cadena pesada (Zhang et al., 2007). El documento WO 2010/010051 divulga la
generacion de proteinas de fusion que consisten en tres ectodominios de ligandos de FNT unidos entre si y
fusionados a una parte del anticuerpo. En la presente invencion, las moléculas de unién a antigeno compuestas
por un ligando de 4-1BB trimérico y por tanto biolégicamente activo, un dominio de unién a antigeno especifico
para el antigeno tumoral CD19 y un dominio Fc inactivo se muestran en particular estables y robustas (en el
presente documento se denominan CD19-4-1BBL). Estas construcciones se divulgan en el documento
WO 2016/075278 y reemplazan la reticulacién inespecifica mediada por FcyR responsable de la toxicidad mediada
por Fc por la reticulacion especifica de linfocitos B dirigida a CD19.

CD19 constituye una diana ideal para la inmunoterapia de neoplasias malignas de linfocitos B, ya que se expresa
en la superficie de linfocitos B y es casi especifico de estas células. CD19 se expresa mas ampliamente que CD20
en linfocitos B durante el desarrollo de los linfocitos B, por lo que tipicamente una célula positiva para CD20 también
expresara CD19. Durante la diferenciacion de los linfocitos B hacia células plasmaticas (células secretoras de
anticuerpos), los linfocitos B regulan por disminucion la expresion de CD20. A veces, los linfomas de linfocitos B
también regulan por disminucion la expresion de CD20, pero siguen siendo positivos para CD19. Por lo tanto,
dirigirse tanto a CD19 como a CD20 cubriria ampliamente los linfocitos B enfermos en linfomas, lo que también
podria desviar la presion selectiva desde CD20 tanto a CD19 como a CD20. Aunque se desconoce si CD19
contribuye directamente a la carcinogénesis de los linfocitos B, su expresion se conserva muy bien en la mayoria
de los tumores de linfocitos B, tales como las leucemias linfociticas agudas (LLA), las leucemias linfociticas
cronicas (LLC) y los linfomas de linfocitos B. En las leucemias agudas, CD19 se expresa de manera constante y
continua en casi todos los subtipos, mientras que solo un pequefio nimero de leucemias expresan CD20.

Se ha descubierto que se logra un efecto antitumoral maximo del agonismo de 4-1BB cuando la molécula de unién
a antigeno 4-1BBL dirigida a CD19 se combina con un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, es decir, un
anticuerpo biespecifico de linfocitos T CD20. El anticuerpo biespecifico de linfocitos T proporciona a los linfocitos
T la sefalizacion inicial para la activacion de RLT y, a continuacion, la combinacién con CD19-4-1BBL da lugar a
un refuerzo adicional de la inmunidad antitumoral de los linfocitos T. Por tanto, en el presente documento se
describe una nueva politerapia para el cancer con neoplasia maligna de linfocitos B.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 y a su uso en combinacién con
agonistas de 4-1BB (CD137), en particular agonistas de 4-1BB (CD137) que comprenden al menos un dominio de
union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19, en particular al trimero de 4-1BBL que contiene
moléculas de uniéon a antigeno, en un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, mas en
particular para tratar o retrasar la progresion de trastornos proliferativos de linfocitos B. Se ha descubierto que la
politerapia descrita en el presente documento es mas eficaz para inhibir el crecimiento tumoral y eliminar las células
tumorales que el tratamiento con los anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 solos.

En un aspecto, la invenciéon proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-
CD3 se combina con un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que
se puede unir especificamente a CD19, en particular a un agonista de 4-1BB que comprende tres ectodominios de
4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente
a CD19.

En particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de union a antigeno que comprende al menos un dominio de
unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19. En un aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula
de unién a antigeno que comprende un dominio Fc. En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula
de unién a antigeno que comprende un dominio Fc con modificaciones que reducen o preferentemente eliminan la
union al receptor de Fcy y/o la funciéon efectora.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
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para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista
de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unioén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
se administran juntos en una uUnica composicion o se administran por separado en dos o mas composiciones
diferentes.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se
administra al mismo tiempo que, antes de o posteriormente al agonista de 4-1BB que comprende al menos un
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresién del cancer, en el que el agonista de 4-1BB comprende tres
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos. En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico
anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el
agonista de 4-1BB es una molécula que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y
en el que los ectodominios de 4-1BBL comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQID NO: 1, SEQID NO: 2, SEQID NO: 3, SEQID NO: 4, SEQID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7 y SEQ ID NO: 8; en particular la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 5. Mas en particular,
los ectodominios de 4-1BBL comprenden una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno
que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio de union a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19. En un aspecto, la molécula de union a antigeno que
comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente al CD19 no sera internalizada por linfocitos B que expresan CD19. En otro
aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento para tratar
o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que
comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos, y al menos un resto que se puede unir
especificamente a CD19, en el que el dominio de unién al antigeno que se puede unir especificamente a CD19
comprende

(a) una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende: (i) CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, (ii)) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10, y (iii) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, y una regioén variable de
la cadena ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 12, (v) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y (vi) CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, o

(b) una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende (i) CDR-H1, que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, (ii) CDR-H2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16, y (iii) CDR-H3, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, y una regién variable
de la cadena ligera (VLCD19), que comprende (iv) CDR-L1, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18, (v) CDR -L2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19, y (vi) CDR-L3, que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unioén a antigeno que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio
de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19, en el que el dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19 comprende una region variable de la cadena pesada (VnCD19) que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, y una regién variable de la cadena ligera (VL.CD19)
que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, o en el que el dominio de unién a antigeno que
se puede unir especificamente a CD19 comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera (VLCD19)
que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En un aspecto particular, el dominio de union
a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende una region variable de la cadena pesada
(VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena
ligera (VLCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio
de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 es una molécula de uniéon a antigeno que
comprende ademas un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar
de manera estable. En particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende un
dominio Fc de IgG, especificamente un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4. Mas en particular, el agonista
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de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende un dominio Fc que comprende una o mas
sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor de Fc y/o la funcion efectora. En un aspecto
particular, el agonista de 4-1BB comprende un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas
L234A, L235A y P329G.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unioén a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si
mediante un conector peptidico y en el que el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un
fragmento del mismo.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unioén a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio Fab que se puede unir especificamente a CD19, y

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula
de union a antigeno se caracteriza por que

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CH1 o CL y el segundo polipéptido contiene un dominio CL o
CH1, respectivamente, en el que el segundo polipéptido esta unido al primer polipéptido por un enlace disulfuro
entre el dominio CH1 y CL, y en el que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos
de los mismos que estan conectados entre si y al dominio CH1 o CL mediante un conector peptidico, y en el que
el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo conectado por medio de
un conector peptidico al dominio CL o CH1 de dicho polipéptido, o

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CH3 y el segundo polipéptido contiene un dominio CHS3,
respectivamente, y en el que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los
mismos que estan conectados entre si y al extremo C del dominio CH3 por un conector peptidico y en el que el
segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo conectado por medio de un
conector peptidico al extremo C del dominio CH3 de dicho polipéptido, o

(iii) el primer polipéptido contiene un dominio VH-CL o un dominio VL-CH1 y el segundo polipéptido contiene
un dominio VL-CH1 o un dominio VH-CL, respectivamente, en el que el segundo polipéptido esta unido al primer
polipéptido por un enlace disulfuro entre el dominio CH1 y CL, y en el que el primer polipéptido comprende dos
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si y al VH o VL mediante un
conector peptidico y en el que el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del
mismo conectado por medio de un conector peptidico a VL o VH de dicho polipéptido.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno
que comprende

(a) al menos un dominio Fab que se puede unir especificamente a CD19 que comprende una region variable
de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 21 y una region
variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una
region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23y
una region variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,

y

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula
de unién a antigeno se caracteriza por que el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32; y por que el segundo polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unioén a antigeno seleccionada del grupo que consiste en
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a) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36;

b) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38;

c) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 34, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40;

d) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42;

e) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 43 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44;

f) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 34, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46;

una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36;

h) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38;

i) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 48, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50;

j) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42;

k) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 43 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44; y

1) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 48, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 52.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unioén a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un polipéptido que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan
conectados entre si mediante conectores peptidicos.
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En un aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno
que comprende

(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un polipéptido que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan
conectados entre si mediante conectores peptidicos, y

(c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera
estable, en el que el polipéptido que comprende los tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que
estan conectados entre si mediante conectores peptidicos se fusiona con el aminoacido N o C terminal de una de
las dos subunidades del dominio Fc, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un aspecto particular, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de
unién a antigeno seleccionada del grupo que consiste en

(a) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33, una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53,

(b) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una regién variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53;

(c) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33, una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 54, y

(d) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una regién variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el agonista de 4-1BB es un anticuerpo
biespecifico anti-CD19/anti-4-1BB.

En todos estos aspectos, la invencién proporciona ademas un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su
uso en un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 comprende un primer dominio de unién a antigeno que se une a CD3 y un segundo dominio de
unioén a antigeno que se une a CD20. En particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un
primer dominio de unién a antigeno que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD3) y una region
variable de la cadena ligera (VLCD3) y un segundo dominio de unién a antigeno que comprende una region variable
de la cadena pesada (VHCD20) y una region variable de la cadena ligera (VLCD20). En un aspecto, el primer
dominio de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD3) que comprende la
secuencia CDR-H1 de SEQ ID NO: 56, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 57 y la secuencia CDR-H3 de SEQ
ID NO: 58; y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD3) que comprende la secuencia CDR-L1 de SEQ ID
NO: 59, la secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 60 y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 61. Mas en particular, el
primer dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD3) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD3) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En otro aspecto, el segundo dominio de unién a antigeno
comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia CDR-H1 de SEQ ID
NO: 64, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 65 y la secuencia CDR-H3 de SEQ ID NO: 66 y/o una region variable
de la cadena ligera (VLCD20) que comprende la secuencia CDR-L1 de SEQ ID NO: 67, la secuencia CDR-L2 de
SEQ ID NO: 68 y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 69. Mas en particular, el segundo dominio de unién a
antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD20) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 71.

En otro aspecto, la invencién proporciona ademds un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en
un procedimiento para tratar o retrasar la progresién del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-
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CD3 comprende ademas un tercer dominio de unién a antigeno que se une a CD20. En particular, el tercer dominio
de unidn a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia
CDR-H1 de SEQ ID NO: 64, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 65 y la secuencia CDR-H3 de SEQ ID NO: 66;
y/o una regién variable de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende la secuencia CDR-L1 de SEQ ID NO: 67, la
secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 68 y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 69. Mas en particular, el tercer
dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y/o una region variable de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el primer dominio de union a antigeno es una molécula
cross-Fab en la que los dominios variables o los dominios constantes de la cadena pesada y ligera de Fab se
intercambian, y el segundo y tercer dominio de union a antigeno, si estd presente, es una molécula Fab
convencional.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que (i) el segundo dominio de unién a antigeno se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer dominio de unién
a antigeno, el primer dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al
extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y el tercer dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc, o (ii) el primer dominio de
unioén a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de
Fab del segundo dominio de unioén a antigeno, el segundo dominio de union a antigeno se fusiona en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y el tercer dominio de unién
a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del
dominio Fc.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un
procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-
CD3 comprende un dominio Fc que comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un
receptor de Fc y/o la funcion efectora. Mas en particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende
un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en
combinacién con un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19, y en el que la combinacion se administra en intervalos de aproximadamente
una semana a tres semanas.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en
combinacién con un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19, y en el que se realiza un pretratamiento con un anticuerpo anti-CD20 de tipo
I, preferentemente obinutuzumab, antes de la politerapia, en el que el periodo de tiempo entre el pretratamiento y
la politerapia es suficiente para la reduccion de linfocitos B en el individuo en respuesta al anticuerpo anti-CD20 de
tipo Il, preferentemente obinutuzumab.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en
combinacién con un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19 y en el que ademas se administra un anticuerpo contra PD1 o PD-L1,
preferentemente atezolizumab.

En otro aspecto, la invencion proporciona un producto farmacéutico que comprende (A) una primera composicion
que comprende como ingrediente activo un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable; y (B) una segunda composicion que comprende como ingrediente activo un agonista
de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unioén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento combinado, secuencial o simultaneo de
una enfermedad, en particular para el tratamiento del cancer.

En otro aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a CD19. En particular, la composicién farmacéutica es para su uso en el tratamiento de
trastornos proliferativos de linfocitos B, en particular una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de
linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de células del manto (LCM), linfoma de zona marginal
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(LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un kit para tratar o retrasar la progresion del cancer en un sujeto,
que comprende un envase que comprende (A) una primera composicion que comprende como ingrediente activo
un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; (B) una segunda
composicion que comprende como ingrediente activo un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio
de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y (C)
instrucciones para el uso de las composiciones en una politerapia.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de una combinacién de un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-
CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de uniéon a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 en la fabricacion de un medicamento para tratar o retrasar la progresion de una
enfermedad proliferativa, en particular el cancer.

En particular, se proporciona el uso de una combinacion de un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un
agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unioén a antigeno que se puede unir especificamente
a CD19 en la fabricaciéon de un medicamento para tratar una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de
linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de células del manto (LCM), linfoma de zona marginal
(LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y de un
agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente
a CD19. En particular, la invencion se refiere a un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer en
un sujeto, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende al menos un
dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19. En un aspecto, el agonista de 4-1BB es
una molécula de union a antigeno que comprende un dominio Fc. En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB
es una molécula de unién a antigeno que comprende un dominio Fc con modificaciones que reducen la union al
receptor de Fcy y/o la funcion efectora. En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB que comprende al menos
un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 es una molécula de union a antigeno
que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos. Mas en particular, el agonista de 4-1BB
es una molécula de unién a antigeno que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y
un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz del anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y del agonista
de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,
en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB que comprende al menos un
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 se administran juntos en una sola
composicion o se administran por separado en dos o mas composiciones diferentes. En particular, el anticuerpo
biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unioén a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19 se administran por via intravenosa o subcutanea. En otro
aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se administra al mismo tiempo que, antes de o
posteriormente al agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra moléculas de unién a antigeno CD19-4-1BBL particulares y un anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 particular, como se usan en los ejemplos. Estas moléculas se describen con mas detalle en los
ejemplos 1y 2, respectivamente. El punto negro grueso representa la modificacion de botdn en ojal. * simboliza
modificaciones de aminoacidos en el dominio CH1 y CL (los llamados residuos cargados). La figura 1A muestra
una molécula de unién a antigeno que contiene trimero de 4-1BBL dirigido a CD19 monovalente con modificaciones
en el dominio CH1 y CL contiguo al dimero de 4-1BBL y al monémero de 4-1BBL. Como comprendia la proteina
de unién especifica para CD19 8B8-018, se denomind en el presente documento mono CD19(018)-4-1BBL. La
construccién mostrada en la figura 1B difiere de la 1A en que comprende la proteina de unién especifica para CD19
8B8-2B11 y, por tanto, se denominé mono-CD19(2B11)-4-1BBL. La figura 1C muestra la construccién bivalente
con la proteina de uniéon CD19(018), denominada bi-CD19(018)-4-1BBL. En la figura 1D se muestra un anticuerpo
anti-CD20/anti-CD3 biespecifico ejemplar en formato 2+1 (denominado TCB CD20). Las figuras 1E y 1F muestran
moléculas de control no dirigidas (la proteina de unién especifica para CD19 se ha reemplazado por un Fab de
DP47 que no se une).

En la figura 2A se muestra la unién de mono-CD19(018)-4-1BBL a linfocitos B humanos CD19*, detectada por un
anticuerpo secundario contra Fc humano. En comparacion con la construccion no dirigida, el monoCD19(018)-4-
1BBL presenta una fuerte unién a linfocitos B humanos CD19* de una manera dependiente de la dosis. La
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disminucion de la expresién de CD19 en los linfocitos B después de la union por mono-CD19(018)-4-1BBL se
ilustra en la figura 2B, lo que indica que la unién es especifica para CD19. La figura 2C muestra la union de
diferentes construcciones de CD19-4-1BBL a lineas celulares CD19* WSU-DLCL2, detectada por el anticuerpo
secundario contra Fc humano. Se muestra que las construcciones de CD19-4-1BBL monovalentes demostraron
una mejor unién a las células que la construccion de CD19-4-1BBL bivalente.

Las figuras 3A y 3B muestran la uniéon de mono- y bi-CD19(018)-4-1BBL a 4-1BBL a linfocitos T CD4 activados
(figura 3A) o linfocitos T CD8 activados (figura 3B). Los PBMC humanos totales se preactivaron mediante
microesferas anti-CD3 y anti-CD28 para que se acoplaran con RLT en los linfocitos T (CD4 y CD8). Los linfocitos T
activados regularon por incremento 4-1BB. Dos dias mas tarde, las células se extrajeron y coincubaron en hielo
con una concentracion titulada de CD19-4-1BBL para la unién a 4-1BB en linfocitos T. La unidn especifica fue
detectada por el anticuerpo secundario contra Fc de IgG humana.

En la figura 4 se muestra la liberacion de IFN-y por PBMC activados causada por mono- o bi-CD19(018)-4-1BBL.
Se incubaron PBMC humanos totales con microesferas anti-CD3 y anti-CD28 y una concentracion titulada de
CD19-4-1BBL. Dos dias después, se recogieron los sobrenadantes para la medicion de IFN-y mediante ELISA.

La figura 5 muestra una visualizacién de la localizacion dinamica de anticuerpos mediante microscopia confocal
de fluorescencia. Un analisis realizado a lo largo del tiempo mostré que la molécula CD19-41BBL (mostrada en
blanco) se polariza hacia el sitio de interaccién del linfocito T/célula tumoral en presencia de 500 ng/ml de TCB
CD20 CD3 y no cuando se usaron 5 ng/ml de TCB CD20 CD3, como se ve en instantaneas de linfocitos T en
contacto con células tumorales en tres puntos temporales diferentes (figura 5A). La CD19-41BBL marcada se
cuantificé a lo largo del tiempo (figura 5B), lo que mostré una localizacion estable de CD19-4-1BBL en el sitio de
interaccion de una manera dependiente de la dosis.

La figura 6 se refiere a la internalizacion de construcciones de CD19-4-1BBL por células tumorales WSU. El clon
BU12, un anticuerpo anti-CD19, se internalizé rapidamente en la célula tumoral, mientras que las CD19-4-1BBL
no se internalizaron en las células tumorales y, por tanto, mantuvieron su capacidad de interaccion con el
microambiente tumoral.

La figura 7 muestra el perfil farmacocinético de dosis unica (SDPK) de mono- y bi-CD19(018)-4-1BBL y mono-
CD19(2B11)-4-1BBL en ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) inmunodeficientes. Como se puede ver en los
graficos, todas las moléculas revelaron un perfil PK estable y similar a IgG.

La figura 8 muestra el protocolo del estudio de eficacia in vivo de las construcciones mono- frente a las bi-
CD19(018)-4-1BBL, en combinacion con TCB CD20 en ratones NOG completamente humanizados portadores de
WSU-DLCL2. En la tabla a continuacion se definen los subgrupos de ratones que reciben diferentes combinaciones
y dosis. El experimento se describe en el ejemplo 5b y los resultados se muestran en las figuras 9A y 9B. La
combinacién de mono-CD19(018)-4-1BBL en combinaciéon con TCB CD20 no solo indujo una inhibicién del
crecimiento tumoral mas fuerte y mas rapida en comparacion con la monoterapia con TCB CD20, sino que también
fue superior a la combinacion de bi-CD19(018)-4-1BBL o mono-4-1BBL no dirigido y TCB CD20, en todas las dosis
sometidas a prueba. Como se muestra en la figura 9B, los pesos tumorales al final del estudio confirmaron estos
hallazgos; sin embargo, se observan diferencias notables en términos de inhibicion del crecimiento tumoral en la
cinética del crecimiento tumoral, especialmente en puntos temporales anteriores (figura 9A). Estos datos sugieren
que la union monovalente a CD19 (mono-CD19(018)-4-1BBL) es superior a la bivalente en términos de inhibicion
del crecimiento tumoral cuando se combina con TCB CD20.

En la figura 10 se muestra la comparacion de la eficacia in vivo de las construcciones mono-CD19(018)-4-1BBL
frente a las mono-CD19(2B11)-4-1BBL en combinacion con TCB CD20 en ratones NOG completamente
humanizados portadores de WSU-DLCL2. Se muestra el protocolo de este estudio y en la tabla a continuacion se
definen los subgrupos de ratones que reciben diferentes combinaciones. Los resultados de este estudio se ilustran
en las figuras 11A y 11B. Tanto la combinaciéon de mono-CD19(018)-4-1BBL como de mono-CD19(2B11)-4-1BBL
con TCB CD20 indujeron una inhibiciéon potenciada y mas rapida del crecimiento tumoral, en comparacion con la
monoterapia de TCB CD20. Sin embargo, no se observaron diferencias entre los dos clones de la proteina de
union especifica para CD19. Ambas moléculas son comparables en el refuerzo de la inhibicion del crecimiento
tumoral mediada por TCB CD20.

Los datos de inmunofarmacodinamica (PD) de tumores de animales (exploradores) sacrificados el dia 20 del
estudio se muestran en las figuras 12A, 12B y 12C. Los datos revelaron una infiltracion intratumoral potenciada
de linfocitos T humanos (figura 12A), un cambio en las proporciones CD8/CD4 (figura 12B) y en las proporciones
CD8/Treg (figura 12C) hacia las células CD8 en ambos grupos de combinacién, en comparaciéon con TCB CD20
solo o tumores vehiculares. Sin embargo, no se observaron diferencias entre los dos grupos en cuanto a la
combinacién de TCB CD20 ya sea con mono-CD19(018)-4-1BBL o con mono-CD19(2B11)-4-1BBL.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que se usa en general en la técnica a la que pertenece la presente invencion. Para propositos
de interpretacion de esta memoria descriptiva, se aplicaran las siguientes definiciones y, cuando corresponda, los
términos usados en singular también incluiran el plural y viceversa.

Como se usa en el presente documento, el término “molécula de unién a antigeno” se refiere en su sentido mas
amplio a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Ejemplos de moléculas de union
a antigeno son anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y proteinas de unién a antigeno supercontigos.

El término “anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoespecificos y multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo siempre
que presenten la actividad de unioén a antigeno deseada.

El término “anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o que surgen durante la produccién de una preparacion de
anticuerpos monoclonales, estando presentes, en general, dichas variantes en cantidades insignificantes. En
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen anticuerpos diferentes
dirigidos frente a diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de
anticuerpos monoclonales se dirige frente a un Unico determinante en un antigeno.

El término anticuerpo “monoespecifico”, como se usa en el presente documento, indica un anticuerpo que tiene
uno o mas sitios de unién, cada uno de los cuales se une al mismo epitopo del mismo antigeno. El término
“biespecifica” quiere decir que la molécula de unién a antigeno se puede unir especificamente a al menos dos
determinantes antigénicos distintos. Tipicamente, una molécula de union a antigeno biespecifica comprende dos
sitios de unién a antigeno, cada uno de los cuales es especifico para un determinante antigénico diferente. En
determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica se puede unir simultaneamente
a dos determinantes antigénicos, en particular dos determinantes antigénicos expresados en dos células distintas.

El término “Valente”, como se usa en la presente solicitud, indica la presencia de un nimero especifico de sitios
de unién en una molécula de unién a antigeno. Como tales, los términos “bivalente”, “tetravalente” y “hexavalente”
indican la presencia de dos sitios de union, cuatro sitios de union y seis sitios de union, respectivamente, en una
molécula de unién a antigeno.

Los términos “anticuerpo de longitud completa”, “anticuerpo inalterado” y “anticuerpo completo” se usan en el
presente documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura
sustancialmente similar a una estructura de anticuerpo natural. “Anticuerpos naturales” se refieren a moléculas
de inmunoglobulina naturales con estructuras variables. Por ejemplo, los anticuerpos de clase IgG naturales son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras y
dos cadenas pesadas que se unen mediante enlaces disulfuro. Desde el extremo N al extremo C, cada cadena
pesada tiene una region variable (VH), también llamada dominio variable pesado o dominio variable de la cadena
pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3), también llamados regiones constantes de la
cadena pesada. De forma similar, desde el extremo N al extremo C, cada cadena ligera tiene una region variable
(VL), también llamada dominio variable ligero o dominio variable de la cadena ligera, seguida de un dominio
constante ligero (CL), también llamado regién constante de la cadena ligera. La cadena pesada de un anticuerpo
se puede asignar a uno de los cinco tipos, llamados a (IgA), & (IgD), € (IgE), y (IgG) o p (IgM), algunos de los cuales
se pueden dividir en subtipos, por ejemplo, y1 (IgG1), y2 (1gG2), y3 (19G3), y4 (IgG4), a1 (IgA1) y a2 (IgA2). La
cadena ligera de un anticuerpo se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a
la secuencia de aminoacidos de su dominio constante.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una
parte de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')z; diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, fragmentos cross-Fab; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo,
scFv) y anticuerpos de dominio unico. Para una revisién de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson
et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una revisién de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Plickthun, en
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp.
269-315 (1994); véase también el documento WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.° 5.571.894 y 5.587.458.
Para un andlisis de los fragmentos Fab y F(ab')2 que comprenden residuos de epitopos de unién al receptor de
rescate y que tienen una semivida in vivo incrementada, véase la patente de EE. UU. n.° 5.869.046. Los diacuerpos
son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos,
véanse, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9, 129-
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134 (2003); y Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y
tetracuerpos en Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Los anticuerpos de dominio unico son fragmentos de
anticuerpo que comprenden todo o una parte del dominio variable de la cadena pesada o todo o una parte del
dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo de
dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas,
incluyendo pero sin limitarse a, digestion proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccion por células
huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), como se describe en el presente documento.

La digestion con papaina de anticuerpos intactos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados
fragmentos “Fab” que contienen cada uno los dominios variables de la cadena pesada y ligera y también el dominio
constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Por tanto, como se usa
en el presente documento, un “fragmento Fab” se refiere a un fragmento de anticuerpo que comprende un
fragmento de cadena ligera que comprende un dominio VL y un dominio constante de una cadena ligera (CL), y
un dominio VH y un primer dominio constante (CH1) de una cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los
fragmentos Fab en la adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxilico del dominio CH1 de la cadena
pesada, incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra de anticuerpo. Fab'-SH son fragmentos Fab' en los
que el/los residuo(s) de cisteina de los dominios constantes contienen un grupo tiol libre. El tratamiento con pepsina
produce un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de combinacion de antigenos (dos fragmentos Fab) y una parte
de la region Fc.

El término “fragmento cross-Fab” o “fragmento xFab” o “fragmento Fab de entrecruzamiento” se refiere a un
fragmento Fab, en el que se intercambian las regiones variables o las regiones constantes de la cadena pesada y
ligera. Son posibles dos composiciones de cadena diferentes de una molécula Fab de entrecruzamiento y estan
comprendidas en los anticuerpos biespecificos de la invencion: por una parte, se intercambian las regiones
variables de la cadena pesada y ligera de Fab, es decir, la molécula Fab de entrecruzamiento comprende una
cadena peptidica compuesta por la region variable de la cadena ligera (VL) y la regidon constante de la cadena
pesada (CH1), y una cadena peptidica compuesta por la region variable de la cadena pesada (VH) y la region
constante de la cadena ligera (CL). Esta molécula Fab de entrecruzamiento también se denomina CrossFabwLvhy.
Por otra parte, cuando se intercambian las regiones constantes de la cadena pesada y ligera de Fab, la molécula
Fab de entrecruzamiento comprende una cadena peptidica compuesta por la regién variable de la cadena pesada
(VH) y la regién constante de la cadena ligera (CL), y una cadena peptidica compuesta por la regién variable de la
cadena ligera (VL) y la regiéon constante de la cadena pesada (CH1). Esta molécula Fab de entrecruzamiento
también se denomina CrossFabcLch1).

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

Un “fragmento Fab monocatenario de entrecruzamiento” o “x-scFab” es un polipéptido que consiste en un dominio
variable de la cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo, un dominio variable
de la cadena ligera (VL) de anticuerpo, un dominio constante de la cadena ligera (CL) de anticuerpo y un conector,
en el que dichos dominios de anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes 6rdenes en sentido N
terminal a C terminal: a) VH-CL-conector-VL-CH1 y b) VL-CH1-conector-VH-CL; en el que VH y VL forman juntos
un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno y en el que dicho conector es un polipéptido
de al menos 30 aminoacidos. Ademas, se podrian estabilizar adicionalmente estas moléculas x-scFab mediante la
generacion de enlaces disulfuro intercatenarios por medio de la insercion de residuos de cisteina (por ejemplo, en
la posicion 44 de la cadena pesada variable y la posicion 100 de la cadena ligera variable de acuerdo con la
numeracion de Kabat).

Un “fragmento variable monocatenario (scFv)’ es una proteina de fusion de las regiones variables de las
cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo, conectada con un conector peptidico corto de diez a
aproximadamente 25 aminoacidos. El conector es normalmente rico en glicina para aportar flexibilidad, asi como
en serina o treonina para aportar solubilidad, y puede conectar el extremo N de VH con el extremo C de Vi, o
viceversa. Esta proteina conserva la especificidad del anticuerpo original, a pesar de la eliminacion de las regiones
constantes y la introducciéon del conector. Los anticuerpos scFv se describen, por ejemplo, en Houston, J.S.,
Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-96). Ademas, los fragmentos de anticuerpo comprenden polipéptidos
monocatenarios que tienen las caracteristicas de un dominio VH, a saber, que se pueden ensamblar junto con un
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dominio VL, o de un dominio VL, a saber, que se pueden ensamblar junto con un dominio VH a un sitio de unién a
antigeno funcional y que proporcionan, de este modo, la propiedad de unién a antigeno de los anticuerpos de
longitud completa.

Las “proteinas de unién a antigeno supercéntigo” son conocidas en la técnica, por ejemplo, la fibronectina y las
proteinas de repeticion de anquirina disefiadas (DARPin) se han usado como supercontigos alternativos para los
dominios de unién a antigeno, véase, por ejemplo, Gebauer y Skerra, Engineered protein scaffolds as next-
generation antibody therapeutics. Curr Opin Chem Biol 13:245-255 (2009) y Stumpp et al., Darpins: A new
generation of protein therapeutics. Drug Discovery Today 13: 695-701 (2008). En un aspecto de la invencién, una
proteina de union a antigeno supercéntigo se selecciona del grupo que consiste en CTLA-4 (Evibody), Lipocalinas
(Anticalin), una molécula derivada de la proteina A tal como el dominio Z de la proteina A (Affibody), un dominio A
(Avimer/Maxibody), una transferrina sérica (cuerpo trans); una proteina de repeticion de anquirina disehada
(DARPIN), un dominio variable de la cadena ligera o cadena pesada del anticuerpo (anticuerpo de dominio unico,
sdAb), un dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo (nanocuerpo, aVH), fragmentos Vnar, una
fibronectina (AdNectin), un dominio de lectina de tipo C (tetranectina); un dominio variable de un nuevo receptor
de antigeno beta-lactamasa (fragmentos Vnar), una gamma-cristalina o ubiquitina (moléculas de Affilin) humanas;
un dominio de tipo kunitz de inhibidores de la proteasa humana, microcuerpos tales como las proteinas de la familia
knottin, aptameros peptidicos y fibronectina (adnectina).

Las lipocalinas son una familia de proteinas extracelulares que transportan pequefias moléculas hidréfobas tales
como esteroides, bilinas, retinoides y lipidos. Tienen una estructura secundaria rigida de lamina beta con una serie
de bucles en el extremo abierto de la estructura conica que se pueden genomanipular para unirse a diferentes
antigenos diana. Las anticalinas tienen un tamafio que oscila entre 160 y 180 aminoacidos y se derivan de las
lipocalinas. Para mas detalles, véase Biochim Biophys Acta 1482: 337-350 (2000), los documentos US7250297B1
y US20070224633.

Las proteinas de repeticién de anquirina disefiadas (DARPIn) se derivan de la anquirina, que es una familia de
proteinas que interviene en la unién de proteinas de membrana integrales al citoesqueleto. Una sola repeticion de
anquirina es un motivo de 33 residuos que consiste en dos hélices alfa y un giro beta. Se pueden genomanipular
para que se unan a diferentes antigenos diana aleatorizando los residuos en la primera hélice alfa y un giro beta
de cada repeticion. Su interfaz de enlace se puede incrementar al incrementar el numero de mdédulos (un
procedimiento de maduracién por afinidad). Para mas detalles, véase J. Mol. Biol. 332, 489-503 (2003), PNAS
100(4), 1700-1705 (2003) y J. Mol. Biol. 369, 1015-1028 (2007) y el documento US20040132028A1.

Un anticuerpo de dominio Unico es un fragmento de anticuerpo que consiste en un dominio de anticuerpo variable
monomeérico unico. Los primeros dominios uUnicos se derivaron del dominio variable de la cadena pesada del
anticuerpo de camélidos (nanocuerpos o fragmentos VyH). Ademas, el término anticuerpo de dominio Unico incluye
un dominio variable de la cadena pesada humana auténomo (aVH) o fragmentos Vnar derivados de los tiburones.

Una “molécula de unién a antigeno que se une al mismo epitop” que una molécula de referencia se refiere a
una molécula de union a antigeno que bloquea la unién de la molécula de referencia a su antigeno en un ensayo
de competencia en un 50 % o mas vy, a la inversa, la molécula de referencia bloquea la unién de la molécula de
unién a antigeno a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o mas.

El término “dominio de unién a antigeno” se refiere a la parte de una molécula de unién a antigeno que
comprende el area que se une especificamente a y es complementaria a parte o la totalidad de un antigeno.
Cuando un antigeno es grande, una molécula de unién a antigeno solo se puede unir a una parte particular del
antigeno, denominandose dicha parte epitopo. Se puede proporcionar un dominio de unién a antigeno, por
ejemplo, por uno o mas dominios variables (también llamados regiones variables). Preferentemente, un dominio
de unidn a antigeno comprende una region variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) y una regién variable
de la cadena pesada de anticuerpo (VH).

Como se usa en el presente documento, el término “determinante antigénico” es sinonimo de “antigeno” y
“epitopo” y se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de aminoacidos o una configuracion conformacional
constituida por diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se
une un resto de unién a antigeno, formando un complejo resto de unién a antigeno-antigeno. Se pueden encontrar
determinantes antigénicos utiles, por ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies de células
infectadas por virus, en las superficies de otras células afectadas, en la superficie de células inmunitarias, libres
en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (ECM). Las proteinas utiles como antigenos en el presente
documento pueden ser cualquier forma natural de las proteinas de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo
mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se
indique de otro modo. En un modo de realizacion particular, el antigeno es una proteina humana. Cuando se hace
referencia a una proteina especifica en el presente documento, el término engloba la proteina no procesada “de
longitud completa”, asi como cualquier forma de la proteina que resulte del procesamiento en la célula. El término
también engloba variantes naturales de la proteina, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas.
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Por “unién especifica” se quiere decir que la union es selectiva para el antigeno y se puede discriminar de las
interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad de una molécula de unién a antigeno para unirse a un
antigeno especifico se puede medir mediante un ensayo de inmunoadsorcidon enzimatica (ELISA) o bien otras
técnicas familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmon superficial
(SPR) (analizada en un instrumento BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de saturacion
tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacion, el grado de union de una
molécula de unién a antigeno con una proteina no relacionada es inferior a aproximadamente un 10 % de la unién
de la molécula de unién a antigeno medida, por ejemplo, mediante SPR. En determinados modos de realizacién,
una molécula que se une al antigeno tiene una constante de disociacion (Kd) de <1 pM, <100 nM, £10 nM, £1 nM,
<0,1 nM, <0,01 nM o 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 10-'® M, por ejemplo, de
10°M a 1073 M).

“Afinidad” o “afinidad de unién” se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un
sitio de union Unico de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su comparfiero de union (por ejemplo, un
antigeno). A menos que se indique de otro modo, como se usa en el presente documento, “afinidad de union” se
refiere a la afinidad de union intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de unién (por
ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su comparfiera Y se puede representar en
general por la constante de disociacion (Kd), que es la proporcion de las constantes de velocidad de disociacion y
asociacion (kdis Y kas, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender diferentes
constantes de velocidad, siempre que la proporcion de las constantes de velocidad permanezca igual. Se puede
medir la afinidad por procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el presente
documento. Un procedimiento particular para medir la afinidad es la resonancia de plasmén superficial (SPR).

Un “antigeno de linfocitos B” como se usa en el presente documento, se refiere a un determinante antigénico
presentado en la superficie de un linfocito B, en particular un linfocito B maligno (en ese caso, el antigeno también
se denomina “antigeno de linfocitos B malignos”).

El término “CD19” se refiere al antigeno de linfocitos B CD19, también conocido como antigeno de superficie de
linfocitos B B4 o antigeno de superficie de linfocitos T Leu-12, e incluye cualquier CD19 natural de cualquier fuente
de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos), primates no humanos (por
ejemplo, macacos cangrejeros) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo.
La secuencia de aminoacidos del CD19 humano se muestra en el n.° de acceso de Uniprot P15391 (versién 160,
SEQ ID NO: 80). El término engloba el CD19 humano no procesado de “longitud completa”, asi como cualquier
forma de CD19 humano que resulte del procesamiento en la célula siempre que el anticuerpo como se informa en
el presente documento se una a él. El CD19 es un receptor de superficie celular estructuralmente distinto,
expresado en la superficie de los linfocitos B humanos, incluyendo, pero sin limitarse a, prelinfocitos B, linfocitos B
en desarrollo temprano (es decir, linfocitos B inmaduros), linfocitos B maduros a través de la diferenciacion terminal
en células plasmaticas y linfocitos B malignos. EI CD19 se expresa en la mayoria de las leucemias linfoblasticas
agudas (LLA) linfomas no Hodgkin, leucemias linfociticas crénicas (LLC) de linfocitos B, leucemias prolinfociticas,
tricoleucemias, leucemias linfociticas agudas comunes y algunas leucemias linfoblasticas agudas de linfocitos
nulos. La expresion de CD19 en células plasmaticas sugiere ademas que se puede expresar en tumores de
linfocitos B diferenciados, tales como el mieloma muiltiple. Por lo tanto, el antigeno CD19 es una diana para la
inmunoterapia en el tratamiento del linfoma no Hodgkin, la leucemia linfocitica crénica y/o la leucemia linfoblastica
aguda.

“CD20” se refiere al antigeno de linfocitos B CD20, también conocido como antigeno de superficie de linfocitos B
B1 o antigeno de superficie de leucocitos Leu-16, e incluye cualquier CD20 natural de cualquier fuente de
vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos), primates no humanos (por
ejemplo, macacos cangrejeros) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo.
La secuencia de aminoacidos del CD20 humano se muestra en el n.° de acceso de Uniprot P11836 (versién 149,
SEQ ID NO: 81). EI CD20 es una proteina transmembranaria hidréfoba con un peso molecular de
aproximadamente 35 kD expresada en prelinfocitos B y linfocitos B maduros. El gen humano correspondiente es
el miembro de la subfamilia A de 4 dominios que atraviesa la membrana 1, también conocido como MS4A1. Este
gen codifica un miembro de la familia de genes 4A que atraviesa la membrana. Los miembros de esta familia de
proteinas activas se caracterizan por rasgos caracteristicos estructurales comunes y limites de empalme
intrones/exones similares y presentan patrones de expresion unicos entre células hematopoyéticas y tejidos no
linfaticos. Este gen codifica la molécula de superficie de linfocitos B que desempefia un papel en el desarrollo y
diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas. Este miembro de la familia se localiza en 11q12, entre una
agrupacién de miembros de la familia. EI empalme alternativo de este gen da como resultado dos variantes de
transcripcidon que codifican la misma proteina. El término “CD20” engloba el CD20 no procesado “de longitud
completa”, asi como cualquier forma de CD20 que resulte del procesamiento en la célula. El término también
engloba variantes naturales de CD20, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas.

Los términos “anticuerpo anti-CD20” y “un anticuerpo que se une a CD20” se refieren a un anticuerpo que se

puede unir a CD20 con una afinidad suficiente, de modo que el anticuerpo sea util como agente diagnéstico y/o
terapéutico al dirigirse a CD20. En un modo de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-CD20 a una
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proteina distinta de CD20 no relacionada es inferior a aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a CD20
medida, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En determinados modos de realizacion, un
anticuerpo que se une a CD20 tiene una constante de disociaciéon (Kd) de <1 yM, <100 nM, £ 10 nM, <1 nM, <
0,1 nM, 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 10-'3 M, por ejemplo, de
10° M a 10-'3 M). En determinados modos de realizacion, un anticuerpo anti-CD20 se une a un epitopo de CD20
que esta conservado entre CD20 de especies diferentes.

Por “anticuerpo anti-CD20 de tipo II” se quiere decir un anticuerpo anti-CD20 que tiene las propiedades de union
y actividades bioldgicas de los anticuerpos anti-CD20 de tipo I, como se describe en Cragg et al., Blood 103 (2004)
2738-2743; Cragg et al., Blood 101 (2003) 1045-1052, Klein et al., MAbs 5 (2013), 22-33, y se resumen en la tabla
1 a continuacién.

TABLA A. Propiedades de los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y tipo Il

anticuerpos anti-CD20 de tipo | anticuerpos anti-CD20 de tipo Il

Se unen al epitopo CD20 de clase | Se unen al epitopo CD20 de clase Il

Localizan CD20 en balsas lipidicas No localizan CD20 en balsas lipidicas

CDC alto * CDC bajo *

Actividad ADCC * Actividad ADCC *

Capacidad de union total a los linfocitos B gprox. la mitad de la capacidad de unién a los linfocitos
Agregacion homotipica débil Agregacion homotipica

Baja induccién de muerte celular Fuerte induccién de muerte celular

* en caso del is6topo 1gG+

Los ejemplos de anticuerpos anti-CD20 de tipo Il incluyen, por ejemplo, obinutuzumab (GA101), tositumumab (B1),
anticuerpo 1gG1 B-Ly1 humanizado (un anticuerpo IgG1 humanizado quimérico como se divulga en el documento
WO 2005/044859), IgG1 11B8 (como se divulga en el documento WO 2004/035607) e IgG1 AT80.

En un aspecto, el anticuerpo anti-CD20 de tipo Il comprende la secuencia de la regién variable de la cadena pesada
(VHCD20) de SEQ ID NO: 70 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera (VL.CD20) de SEQ ID NO: 71.
En otro aspecto, el anticuerpo anti-CD20 de tipo Il se genomanipula para que tenga una proporcion incrementada
de oligosacaridos no fucosilados en la regién Fc en comparacién con un anticuerpo no genomanipulado. En un
aspecto, al menos aproximadamente el 40 % de los oligosacaridos unidos a N en la regién Fc del anticuerpo anti-
CD20 de tipo Il no estan fucosilados.

En un aspecto particular, el anticuerpo anti-CD20 de tipo Il es obinutuzumab (DCI recomendada, WHO Drug
Information, vol. 26, n.° 4, 2012, pag. 453). Como se usa en el presente documento, obinutuzumab es sinénimo de
GA101. El nombre comercial es GAZYVA® o GAZYVARO®. Este sustituye a todas las versiones anteriores (por
ejemplo, vol. 25, n.° 1, 2011, pags. 75 y 76), y se conoce anteriormente como afutuzumab (DCI recomendada;
WHO Drug Information, vol. 23, n.° 2, 2009, pag. 176; vol. 22, n.° 2, 2008, pag. 124). En un modo de realizacion,
el anticuerpo anti-CD20 de tipo Il comprende la secuencia de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 10; y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 11. En un aspecto, el anticuerpo
anti-CD20 de tipo | es tositumomab.

Los ejemplos de anticuerpos anti-CD20 de tipo | incluyen, por ejemplo, rituximab, ofatumumab, veltuzumab,
ocaratuzumab, ocrelizumab, PRO131921, ublituximab, IgG3 HI47 (ECACC, hibridoma), IgG1 2C6 (como se divulga
en el documento WO 2005/103081), IgG1 2F2 (como se divulga en los documentos WO 2004/035607 y WO
2005/103081) e IgG1 2H7 (como se divulga en el documento WO 2004/056312).

El término “anticuerpo B-Ly1 humanizado” se refiere a un anticuerpo B-Ly1 humanizado, como se divulga en los
documentos WO 2005/044859 y WO 2007/031875, que se obtuvo a partir del anticuerpo anti-CD20 monoclonal
murino B-Ly1 (region variable de la cadena pesada (VH) murina: SEQ ID NO:82; regién variable de la cadena ligera
(VL) murina: SEQ ID NO:83 (véase Poppema, S. y Visser, L., Biotest Bulletin 3 (1987) 131-139) mediante
quimerizacion con un dominio constante humano de IgG1 y seguido de humanizacion (véanse los documentos WO
2005/044859 y WO 2007/031875). Estos “anticuerpos B-Ly1 humanizados” se divulgan en detalle en los
documentos WO 2005/044859 y WO 2007/031875.

El término “reduccién” (y variaciones gramaticales del mismo tales como “reducir’” o “que reduce”), por ejemplo

reduccion del numero de linfocitos B o liberacién de citocinas, se refiere a una disminucién en la cantidad
respectiva, medida por procedimientos apropiados conocidos en la técnica. Para mayor claridad, el término incluye
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también la reduccion a cero (o por debajo del limite de deteccidn del procedimiento analitico), es decir, la supresion
o eliminacién completa. Por el contrario, “incrementado” se refiere a un incremento en la cantidad respectiva.

Un “antigeno de linfocitos T”, como se usa en el presente documento, se refiere a un determinante antigénico
presentado en la superficie de un linfocito T, en particular un linfocito T citotoxico.

Un “agente terapéutico activador de linfocitos T”, como se usa en el presente documento, se refiere a un agente
terapéutico que puede inducir la activacion de linfocitos T en un sujeto, en particular un agente terapéutico disefiado
para inducir la activacion de linfocitos T en un sujeto. Los ejemplos de agentes terapéuticos activadores de linfocitos
T incluyen anticuerpos biespecificos que se unen especificamente a un antigeno de linfocitos T activador, tal como
CD3, y a un antigeno de células diana, tal como CD20 o CD19. Otros ejemplos incluyen receptores de antigenos
quiméricos (CAR) que comprenden un dominio de activacion de linfocitos T y un resto de unién a antigeno que se
une especificamente a un antigeno de células diana, tal como CD20 o CD19.

Un “antigeno activador de linfocitos T”, como se usa en el presente documento, se refiere a un determinante
antigénico expresado por un linfocito T, en particular un linfocito T citotéxico, que puede inducir o potenciar la
activacion de linfocitos T tras la interaccion con una molécula de unién a antigeno. Especificamente, la interaccion
de una molécula de unién a antigeno con un antigeno activador de linfocitos T puede inducir la activacion de
linfocitos T desencadenando la cascada de sefializacion del complejo receptor de linfocitos T. Un antigeno de
linfocitos T activador ejemplar es CD3.

El término “CD3” se refiere a cualquier CD3 natural de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales
como primates (por ejemplo, humanos), primates no humanos (por ejemplo, macacos cangrejeros) y roedores (por
ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba el CD3 no procesado “de
longitud completa”, asi como cualquier forma de CD3 que resulte del procesamiento en la célula. El término también
engloba variantes naturales de CD3, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. En un modo de
realizacién, CD3 es CD3 humano, en particular la subunidad épsilon de CD3 humano (CD3g). La secuencia de
aminoacidos de CD3e humano se muestra en UniProt (www.uniprot.org), n.° de acceso P07766 (version 144) o
NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/) RefSeq NP_000724.1. Véase también la SEQ ID NO: 84. La secuencia de
aminoacidos de CD3¢ de macaco cangrejero [Macaca fascicularis] se muestra en el GenBank de NCBI, n.°
BAB71849.1. Véase también la SEQ ID NO: 85.

El término “regién variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la unién de la molécula de unién a antigeno al antigeno. Los dominios variables de la cadena
pesada y de la cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen, en general, estructuras
similares, comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y ftres regiones
hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindt et al. Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina
91 (2007). Un unico dominio VH o VL puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno.

El término “region hipervariable” o “HVR”, como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son de secuencia hipervariable y/o forman bucles definidos
estructuralmente (“bucles hipervariables”). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales comprenden seis
HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden en general residuos de
aminoacido de los bucles hipervariables y/o de las "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR),
siendo las ultimas las de variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento
antigénico. Los bucles hipervariables ejemplares se producen en los residuos de aminoacido 26-32 (L1), 50-52
(L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las
CDR ejemplares (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) se producen en los residuos de
aminoacido 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3. (Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)). Las regiones hipervariables (HVR) también se denominan regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), y estos términos se usan en el presente documento de manera intercambiable en
referencia a porciones de la region variable que forman las regiones de union a antigeno. Kabat et al., U.S. Dept.
of Health and Human Services, “Sequences of Proteins of Immunological Interest” (1983) y Chothia et al., J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987) han descrito esta region particular, donde las definiciones incluyen solapamientos o
subconjuntos de residuos de aminoacido cuando se comparan entre si. No obstante, se pretende que la aplicacion
de cualquier definicion para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes del mismo esté dentro del alcance
del término como se define y se usa en el presente documento. Los residuos de aminoacido apropiados que
engloban las CDR, como se define en cada una de las referencias citadas anteriormente, se exponen a
continuacién en la tabla B como comparacion. Los numeros de residuos exactos que engloba una CDR particular
variaran dependiendo de la secuencia y tamario de la CDR. Los expertos en la técnica pueden determinar de forma
rutinaria los residuos que comprende una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de la regién variable
del anticuerpo.
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CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 VH 31-35 26-32 26-35
CDR2 VH 50-65 52-58 50-58
CDRS3 VH 95-102 95-102 95-102
CDR1 VL 24-34 26-32 24-34
CDR2 VL 50-56 50-52 50-56
CDR3 VL 89-97 91-96 89-97

' La numeracion de todas las definiciones de CDR en la tabla A esta de acuerdo con las convenciones de
numeracion expuestas por Kabat et al. (véase a continuacion).

2“AbM” con una “b” minGiscula como se usa en la tabla A se refiere a las CDR definidas por el programa informatico
de modelado de anticuerpos "AbM" de Oxford Molecular.

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracién para las secuencias de la region variable que es aplicable
a cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar inequivocamente este sistema de “numeracion de
Kabat” a cualquier secuencia de la region variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Como se usa en el presente documento, “numeraciéon de Kabat” se refiere al sistema de numeracion
expuesto por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequence of Proteins of Immunological
Interest” (1983). A menos que se especifique de otro modo, las referencias a la numeracion de posiciones de
residuos de aminoacido especificas en una regiéon variable de anticuerpo estan de acuerdo con el sistema de
numeracion de Kabat.

Con la excepcion de la CDR1 en VH, las CDR comprenden en general los residuos de aminoacido que forman los
bucles hipervariables. Las CDR también comprenden “residuos determinantes de la especificidad” o “SDR”, que
son los residuos que entran en contacto con el antigeno. Los SDR estan contenidos dentro de regiones de las
CDR llamadas CDR abreviadas o a-CDR. Las a-CDR ejemplares (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-
CDR-H2 y a-CDR-H3) se producen en los residuos de aminoacido 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B
de H1, 50-58 de H2 y 95-102 de H3. (Véase Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)). A menos
que se indique de otro modo, los residuos de HVR y otros residuos del dominio variable (por ejemplo, los residuos
de FR) se numeran en el presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Como se usa en el presente documento, el término “afinidad madurada” en el contexto de moléculas de unién a
antigeno (por ejemplo, anticuerpos) se refiere a una molécula de unién a antigeno que se deriva de una molécula
de union a antigeno de referencia, por ejemplo, por mutacién, se une al mismo antigeno, preferentemente se une
al mismo epitopo, que el anticuerpo de referencia; y tiene una mayor afinidad por el antigeno que la de la molécula
de unién a antigeno de referencia. La maduracién de la afinidad en general implica la modificacion de uno o mas
residuos de aminoacido en una o mas CDR de la molécula de unién a antigeno. Tipicamente, la molécula de unién
a antigeno con afinidad madurada se une al mismo epitopo que la molécula de unién a antigeno de referencia
inicial.

“Region estructural” o “FR” se refiere a los residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3
y FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o
VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Una “region estructural humana aceptadora” para los propédsitos en el presente documento es una region
estructural que comprende la secuencia de aminoacidos de una region estructural del dominio variable de la
cadena ligera (VL) o una region estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una region
estructural de inmunoglobulina humana o una regién estructural consenso humana, como se define a continuacion.
Una region estructural humana aceptadora “derivada de” una region estructural de inmunoglobulina humana o una
region estructural consenso humana puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede
contener cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunos modos de realizacion, el numero de cambios
aminoacidicos es de 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos
0 2 o menos. En algunos modos de realizacion, la regién estructural humana aceptadora de VL tiene una secuencia
idéntica a la secuencia de la regién estructural de inmunoglobulina humana de VL o la secuencia de la region
estructural consenso humana.

El término anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una parte de la cadena pesada y/o ligera

se deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera se deriva de una
fuente o especie diferente.
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La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante que posee su cadena pesada.
Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, IgGs, 1gGas, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes
de la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, 6, €, y, y U,
respectivamente.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacido de HVR
no humanas y residuos de aminoacido de FR humanas. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los
que todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano,
y todas o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente puede comprender al menos una parte de una region constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere
a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion. Otras formas de “anticuerpos humanizados” englobadas por
la presente invencion son aquellas en las que la region constante se ha modificado o cambiado adicionalmente
con respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades de acuerdo con la invencion, especialmente
en relacion a la unién a C1q y/o la unién al receptor de Fc (FcR).

Un anticuerpo “humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un
anticuerpo producido por un humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza
repertorios de anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicién de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a
antigeno no humanos.

El término “dominio Fc” o “region Fc” en el presente documento se usa para definir una regiéon C terminal de una
cadena pesada de anticuerpo que contiene al menos una parte de la region constante. El término incluye regiones
Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Una region Fc de IgG comprende un dominio CH2 de IgG y un
dominio CH3 de IgG. El “dominio CH2” de una region Fc de IgG humana normalmente se extiende desde un
residuo de aminoacido aproximadamente en la posicidon 231 hasta un residuo de aminoacido aproximadamente en
la posiciéon 340. En un modo de realizacién, una cadena glucidica se une al dominio CH2. El dominio CH2 en el
presente documento puede ser un dominio CH2 de secuencia natural o un dominio CH2 variante. El “dominio CH3”
comprende el tramo de residuos C terminales hasta un dominio CH2 en una regién Fc (es decir, desde un residuo
de aminoacido aproximadamente en la posicion 341 hasta un residuo de aminoacido aproximadamente en la
posicion 447 de una IgG). La region CH3 en el presente documento puede ser un dominio CH3 de secuencia
natural o un dominio CH3 variante (por ejemplo, un dominio CH3 con una “protuberancia” (“botén”) introducida en
una cadena del mismo y una “cavidad” (“ojal”) introducida correspondiente en la otra cadena del mismo; véase la
patente de EE. UU. n.®° 5.821.333, incorporada expresamente en el presente documento por referencia). Se pueden
usar dichos dominios CHS3 variantes para promover la heterodimerizacion de dos cadenas pesadas de anticuerpo
no idénticas como se describe en el presente documento. En un modo de realizacién, una region Fc de la cadena
pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilo de la cadena
pesada. Sin embargo, la lisina C terminal (Lys447) de la region Fc puede estar o no estar presente. A menos que
se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracion de residuos de aminoacido en la region Fc
0 region constante esta de acuerdo con el sistema de numeracion EU, también llamado indice EU, como se
describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National
Institutes de Health, Bethesda, MD, 1991.

La tecnologia de “botén en ojal” se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936;
Ridgway et al. Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento
implica introducir una protuberancia (“botén”) en la interfase de un primer polipéptido y una correspondiente cavidad
(“ojal”) en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se puede situar en la cavidad para
promover la formacién de heterodimeros y dificultar la formacion de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase del primer polipéptido por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean cavidades compensadoras de tamafio
idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de
aminoacido grandes por otras mas pequefas (por ejemplo, alanina o treonina). La protuberancia y la cavidad se
pueden realizar alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejemplo, por mutagénesis especifica
de sitio o por sintesis de péptidos. En un modo de realizacién especifico, una modificacién de botén comprende la
sustitucion aminoacidica T366W en una de las dos subunidades del dominio Fc, y la modificacién de ojal
comprende las sustituciones aminoacidicas T366S, L368A e Y407V en la otra de las dos subunidades del dominio
Fc. En otro modo de realizacién especifico, la subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de boton
comprende adicionalmente la sustitucién aminoacidica S354C, y la subunidad del dominio Fc que comprende la
modificacidén de ojal comprende adicionalmente la sustitucion aminoacidica Y349C. La introduccion de estos dos
residuos de cisteina da como resultado la formacién de un puente disulfuro entre las dos subunidades del dominio
Fc, estabilizando por tanto adicionalmente el dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

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

El término “funciones efectoras” se refiere a las actividades bioldgicas atribuibles a la region Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1q
y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), union a receptor de Fc, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecion de citocinas, captacién de
antigenos mediada por complejo inmunitario por células presentadoras de antigenos, regulacion por disminucién
de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B) y activacion de linfocitos B.

Un “receptor de Fc activador” es un receptor de Fc que, después del acoplamiento por una regiéon Fc de un
anticuerpo, provoca acontecimientos de sefalizacion que estimulan a la célula que porta el receptor para realizar
funciones efectoras. Los receptores Fc activadores incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla (CD32) y
FcaRI (CD89). Un receptor de Fc activador particular es FcyRllla humano (véase el n.° de acceso de UniProt
P08637, version 141).

Como se usa en el presente documento, el término “células efectoras” se refiere a una poblacion de linfocitos que
muestran receptores de restos efectores, por ejemplo, receptores de citocinas, y/o receptores de Fc en su
superficie a través de los que se unen a un resto efector, por ejemplo, una citocina, y/o una region Fc de un
anticuerpo y contribuyen a la destruccion de células diana, por ejemplo, células tumorales. Las células efectoras
pueden, por ejemplo, mediar efectos citotoxicos o fagociticos. Las células efectoras incluyen, pero no se limitan a,
linfocitos T efectores tales como linfocitos T citotéxicos CD8*, linfocitos T cooperadores CD4*, linfocitos T yd,
linfocitos NK, linfocitos citoliticos activados por linfocina (LAK) y macréfagos/monocitos.

Un “ectodominio” es el dominio de una proteina de membrana que se extiende hacia el espacio extracelular (es
decir, el espacio fuera de la célula diana). Los ectodominios son normalmente las partes de las proteinas que
inician el contacto con las superficies, lo que da lugar a la transduccion de sefial. El ectodominio de 4-1BBL, como
se define en el presente documento, se refiere por tanto a la parte del 4-1BBL que se extiende hacia el espacio
extracelular (el dominio extracelular), pero también incluye partes mas cortas o fragmentos de las mismas que son
responsables de la trimerizacion y de la unién al correspondiente receptor 4-1BB. El término “ectodominio de 4-
1BBL o un fragmento del mismo” se refiere por tanto al dominio extracelular de 4-1BBL que forma el dominio
extracelular o a partes del mismo que todavia se pueden unir al receptor (dominio de union al receptor).

El “4-1BBL” o “ligando de 4-1BB” 0 “CD137L" es un miembro de la familia de ligandos de FNT coestimuladores,
que puede coestimular la proliferacion y produccién de citocinas de linfocitos T. Los ligandos coestimuladores de
la familia del FNT pueden coestimular las sefales de RLT al interactuar con sus receptores de FNT
correspondientes; y la interaccidon con sus receptores da lugar al reclutamiento de factores asociados a RFNT
(TRAF), que inician cascadas de sefalizacién que dan como resultado la activacion de linfocitos T. 4-1BBL es una
proteina transmembrana de tipo Il. Se ha descrito que el 4-1BBL de longitud completa o total que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 forma trimeros en la superficie de las células. La formacion de trimeros esta
habilitada por motivos especificos del ectodominio de 4-1BBL. Dichos motivos se denominan en el presente
documento “region de trimerizacion”. Los aminoacidos 50-254 de la secuencia de 4-1BBL humano (SEQ ID NO:
87) forman el dominio extracelular de 4-1BBL, pero incluso fragmentos del mismo pueden formar los trimeros. En
modos de realizacion especificos de la invencién, el término “ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo”
se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 4 (aminoacidos
52-254 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 1 (aminoacidos 71-254 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 3 (aminoacidos
80-254 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 2 (aminoéacidos 85-254 de 4-1BBL), SEQ ID NO: 5 (aminoé&cidos 71-248
de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 6 (aminoacidos 85-248 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 7 (aminoacidos 80-
248 de 4-1BBL humano) y SEQ ID NO: 8 (aminoacidos 52-248 de 4-1BBL humano), pero también se incluyen en
el presente documento otros fragmentos del ectodominio que se pueden trimerizar.

El término “4-1BB” o “CD137”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier 4-1BB natural de
cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos) y roedores (por
ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba el 4-1BB no procesado “de
longitud completa”, asi como cualquier forma de 4-1BB que resulte del procesamiento en la célula. El término
también engloba variantes naturales de 4-1BB, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. La
secuencia de aminoacidos de un 4-1BB humano ejemplar se muestra en la SEQ ID NO: 88 (n.° de acceso de
Uniprot Q07011), la secuencia de aminoacidos de un 4-1BB murino ejemplar se muestra en la SEQ ID NO: 89 (n.°
de acceso de Uniprot P20334); y la secuencia de aminoacidos de un 4-1BB de macaco cangrejero ejemplar (de
Macaca mulatta) se muestra en la SEQ ID NO: 90 (n.° de acceso de Uniprot F6W5G6).
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Los términos “anticuerpo anti-4-1BB”, “anti-4-1BB”, “anticuerpo contra 4-1BB” y “un anticuerpo que se une
especificamente a 4-1BB” se refieren a un anticuerpo que es que se puede unir a 4-1BB con una suficiente afinidad,
de modo que el anticuerpo sea util como agente de diagndstico y/o terapéutico para dirigirse a 4-1BB. En un modo
de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-4-1BB a una proteina distinta de 4-1BB no relacionada es
menor de aproximadamente un 10 % de la union del anticuerpo a 4-1BB segun se mide, por ejemplo, mediante un
radioinmunoanalisis (RIA) o una citometria de flujo (FACS). En determinados modos de realizacién, un anticuerpo
que se une a 4-1BB tiene una constante de disociacién (Kp) de < 1 uM, <100 nM, <10 nM, £ 1 nM, £0,1 nM, £
0,01 nM 0 < 0,001 nM (por ejemplo, 10¢ M o menos, por ejemplo, de 10¢ M a 10-'® M, por ejemplo, de 10 M a 10
10 M).

El término “conector peptidico” se refiere a un péptido que comprende uno o mas aminoacidos, tipicamente
aproximadamente de 2 a 20 aminoacidos. Los conectores peptidicos se conocen en la técnica o se describen en
el presente documento. Los conectores peptidicos no inmundgenos adecuados son, por ejemplo, los conectores
peptidicos (GaS)n, (SGa)n 0 G4(SGa)n en los que “n” es en general un nimero entre 1 y 10, tipicamente entre 2 y 4,
en particular 2; es decir los péptidos seleccionados del grupo que consiste en GGGGS (SEQ ID NO: 91),
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 92), SGGGGSGGGG (SEQ ID NO: 93) y GGGGSGGGGSGGGE (SEQ ID NO: 94),
pero también incluye las secuencias GSPGSSSSGS (SEQ ID NO: 95), (G4S)s (SEQ ID NO: 96), (G4S)s (SEQ ID

Bl AT

(SEQ ID NO: 101), GGSG (SEQ ID NO: 102), GGSGNGSG (SEQ ID NO: 103), GGNGSGSG (SEQ ID NO: 104) y
GGNGSG (SEQ ID NO: 105). Los conectores peptidicos de particular interés son (G4S) (SEQ ID NO:91), (G4S)2
y GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:92).

El término “aminoacido”, como se usa en esta solicitud, indica el grupo de carboxi-a-aminoacidos naturales que
comprenden alanina (cadigo de tres letras: ala, codigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido
aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina (gIn, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina (his, H),
isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina (met, M), fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina
(ser, S), treonina (thr, T), triptéfano (trp, W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

Por “fusionados” o “conectados” se quiere decir que los componentes (por ejemplo, un polipéptido y un ectodominio
de 4-1BBL) estan unidos por enlaces peptidicos, ya sea directamente o por medio de uno o mas conectores
peptidicos.

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a una secuencia de polipéptidos
(proteinas) de referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacido en una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos de aminoacido en la secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las
secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin
considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la
alineacion para los propositos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas
maneras que estan dentro de la habilidad de la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico disponible
publicamente, tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN, SAWI o Megalign (DNASTAR). Los
expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr la maxima alineacién sobre la longitud completa de las secuencias que se
comparan. Sin embargo, para los propdsitos en el presente documento, los valores de % de identidad de secuencia
de aminoacidos se generan usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 se cred por Genentech, Inc., y el cédigo fuente se ha
presentado con la documentacion de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C.,
20559, donde se ha registrado con el n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa
ALIGN-2 esta disponible publicamente de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar
a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX,
incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacién de secuencias se establecen por el
programa ALIGN-2 y no varian. En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias
de aminoacidos, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con
respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos B dada (que, de forma alternativa, se puede parafrasear
como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia
de aminoacidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de residuos de aminoacido puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B, y donde Y es el numero total de
residuos de aminoacido de B. Se apreciara que, si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a
B no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
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informatico ALIGN-2.

En determinados modos de realizacion, se contemplan variantes de secuencias de aminoacidos de las
moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable
mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas de las moléculas de unién a antigeno. Se pueden
preparar variantes de secuencia de aminoacidos de las moléculas de union a antigeno introduciendo
modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica las moléculas o por sintesis de péptidos.
Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de residuos dentro
de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacién de delecién, insercién
y sustitucion para llegar a la construccion final, siempre que la construccién final posea las caracteristicas
deseadas, por ejemplo, unién a antigeno. Los sitios de interés para la mutagénesis sustitutiva incluyen las HVR y
las regiones estructurales (FR). Se proporcionan sustituciones conservadoras en la tabla C bajo el encabezamiento
“Sustituciones preferentes” y se describen adicionalmente a continuacion en referencia a las clases de cadenas
laterales de aminoacidos (1) a (6). Se pueden introducir sustituciones aminoacidicas en la molécula de interés y
cribar los productos para determinar una actividad deseada, por ejemplo, conservacion/mejora de unién a antigeno,

disminucion en inmunogenicidad, o mejora en ADCC o CDC.

Tabla C

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina |Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con propiedades de cadena lateral comunes:

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

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

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

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

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras conllevaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.
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El término “variantes de secuencia de aminoacidos” incluye variantes sustanciales en las que hay sustituciones
aminoacidicas en uno o mas residuos de la region hipervariable de una molécula de unién a antigeno original (por
ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para su
estudio adicional tendra(n) modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas propiedades biolégicas (por
ejemplo, afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) con respecto a la molécula de unién a antigeno original
y/o habra(n) retenido sustancialmente determinadas propiedades bioldgicas de la molécula de unién a antigeno
original. Una variante de sustitucion ejemplar es un anticuerpo de afinidad madurada que se puede generar
convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracion de la afinidad basadasen presentacion en fagos,
tales como las descritas en el presente documento. En resumen, uno o mas residuos de CDR mutan y las
moléculas de unién a antigeno variantes se muestran en el fago y se criban para determinar una actividad biolégica
particular (por ejemplo, afinidad de unién). En determinados modos de realizacion se pueden producir
sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas CDR, siempre que dichas alteraciones no reduzcan
sustancialmente la capacidad de la molécula de union a antigeno de unirse al antigeno. Por ejemplo, en las CDR
se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras como se proporcionan
en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién. Un procedimiento Util para la
identificacion de residuos o regiones de un anticuerpo que se pueden seleccionar como diana para la mutagénesis
se llama “mutagénesis por barrido de alanin” como se describe por Cunningham y Wells (1989) Science, 244:1081-
1085. En este procedimiento se identifica un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo, residuos cargados,
tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu) y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado negativamente (por
ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccién del anticuerpo con el antigeno se ve afectada. Se
pueden introducir otras sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que demuestren sensibilidad funcional
a las sustituciones iniciales. De forma alternativa o adicionalmente, una estructura cristalina de un complejo
molécula de union a antigeno-antigeno para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno.
Dichos residuos de contacto y residuos adyacentes se pueden seleccionar o eliminar como candidatos para
sustitucion. Se pueden cribar variantes para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en
longitud desde un residuo hasta polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones
intrasecuenciales de residuos de aminoacidos individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales
incluyen moléculas de union a antigeno con un residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la
molécula incluyen la fusion al extremo N o C con un polipéptido que incrementa la semivida en suero de las
moléculas de unién a antigeno.

En determinados modos de realizacion, las moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente
documento se alteran para incrementar o disminuir el grado de glucosilacion del anticuerpo. Las variantes de
glucosilaciéon de las moléculas se pueden obtener convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de
modo que se creen o eliminen uno o mas sitios de glucosilacion. Cuando la molécula de unién a antigeno
comprende una region Fc, se puede alterar el carbohidrato unido a la misma. Los anticuerpos naturales producidos
por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado que se une en general
por un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright et al. TIBTECH 15:26-32
(1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc),
galactosa y acido sialico, asi como una fucosa unida a una GIcNAc en el “tallo” de la estructura de oligosacéarido
biantenario. En algunos modos de realizaciéon, se pueden realizar modificaciones del oligosacarido en las
moléculas de unidn a antigeno para crear variantes con determinadas propiedades mejoradas. En un aspecto, se
proporcionan variantes de moléculas de unién a antigeno que tienen una estructura de carbohidrato que carece
de fucosa unida (directa o indirectamente) a una regién Fc. Dichas variantes de fucosilacion pueden tener una
funciéon ADCC mejorada, véase, por ejemplo, la publicacidon de patente de EE.UU. n.° 2003/0157108 (Presta, L.) o
el documento US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Otras variantes de las moléculas de unién a
antigeno de la invencion incluyen aquellas con oligosacaridos bisectados, por ejemplo, en las que un oligosacarido
biantenario unido a la region Fc esta bisectado por GlcNAc. Dichas variantes pueden tener una fucosilacion
reducida o una funcién ADCC mejorada, véase, por ejemplo, el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.);
la patente de EE. UU. n.° 6.602.684 (Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se
proporcionan variantes con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido unido a la regién Fc. Dichas
variantes de anticuerpos pueden tener funciéon de CDC mejorada y se describen, por ejemplo, en el documento
WO 1997/30087 (Patel et al.); el documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y el documento WO 1999/22764 (Raju,
S.).

La “genomanipulacion”, en particular con el prefijo “gluco”, asi como el término “genomanipulacion de la
glucosilacion” incluye la genomanipulacion metabdlica de la maquinaria de glucosilaciéon de una célula, incluyendo
las manipulaciones genéticas de las vias de sintesis de los oligosacaridos para lograr una alteracion de la
glucosilaciéon de las glucoproteinas expresadas en las células. Ademas, la genomanipulacion de la glucosilacion
incluye los efectos de las mutaciones y del medio celular sobre la glucosilaciéon. En un modo de realizacion, la
genomanipulacién de la glucosilacion es una alteraciéon en la actividad de glucosiltransferasa. En un modo de
realizacién particular, la genomanipulacion da como resultado una actividad glucosaminiltransferasa y/o actividad
fucosiltransferasa alteradas. La genomanipulacion de la glucosilacion se puede usar para obtener una “célula
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huésped que tenga una actividad GnTIIl incrementada” (por ejemplo, una célula huésped que se ha manipulado
para expresar niveles incrementados de uno o mas polipéptidos que tienen actividad ((1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTlll)), una “célula huésped que tiene actividad Manll incrementada” (por
ejemplo, una célula huésped que se ha manipulado para expresar niveles incrementados de uno o mas polipéptidos
que tienen actividad a-manosidasa Il (Manll)) o una “célula huésped que tiene actividad a-(1,6)-fucosiltransferasa
disminuida” (por ejemplo, una célula huésped que se ha manipulado para expresar niveles disminuidos de a-(1,6)-
fucosiltransferasa).

Como se usa en el presente documento, el término “polipéptido que tiene actividad GnTIlI” se refiere a polipéptidos
que pueden catalizar la adicion de un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) en un enlace B-1,4 al mandésido
unido a B del nucleo de trimanosilo de oligosacaridos unidos a N. Esto incluye polipéptidos de fusion que presentan
actividad enzimatica similar, pero no necesariamente idéntica, a una actividad de la (-(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill, también conocida como B-1,4-manosil-glucoproteina 4-beta-N-acetilglucosaminil-
transferasa (EC 2.4.1.144), de acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NC-IUBMB), medida en un ensayo biolégico particular, con o sin dependencia de la dosis. En
el caso de que exista dependencia de la dosis, no necesita ser idéntica a la de GnTIll, sino en su lugar,
sustancialmente similar a la dependencia de la dosis en una actividad dada en comparacion con la GnTllI (es decir,
el polipéptido candidato presentara mayor actividad o no méas de aproximadamente 25 veces menos v,
preferentemente, no mas de aproximadamente diez veces menos actividad, y lo mas preferentemente, no mas de
aproximadamente tres veces menos actividad en relacion con la GnTIII).

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) es un mecanismo inmunitario que da lugar a la lisis de
células diana recubiertas de anticuerpo por células efectoras inmunitarias. Las células diana son células a las que
se unen especificamente anticuerpos o fragmentos de los mismos que comprenden una regién Fc, en general por
medio de la parte de proteina que esta en el extremo N de la region Fc. Como se usa en el presente documento,
el término “ADCC incrementada/reducida” se define como un incremento/reduccién del nimero de células diana
que se lisan en un tiempo dado, a una concentracion dada de anticuerpo en el medio que rodea las células diana,
por el mecanismo de ADCC definido anteriormente, y/o bien una reduccion/incremento de la concentracion de
anticuerpo, en el medio que rodea las células diana, requerida para lograr la lisis de un nimero dado de células
diana en un tiempo dado, por el mecanismo de ADCC. El incremento/reduccion de la ADCC es, en relacién con la
ADCC, mediada por el mismo anticuerpo, producido por el mismo tipo de células huésped, usando los mismos
procedimientos estandar de produccion, purificacion, formulacién y almacenamiento (que son conocidos por los
expertos en la técnica), pero que no se ha genomanipulado. Por ejemplo, el incremento en ADCC mediada por un
anticuerpo producido por células huésped genomanipuladas para que tengan un patrén alterado de glucosilacién
(por ejemplo, para expresar la glucosiltransferasa, GnTIlll, u otras glucosiltransferasas) mediante los
procedimientos descritos en el presente documento, es, en relacion con la ADCC mediada por el mismo anticuerpo,
producido por el mismo tipo de células huésped no genomanipuladas.

En determinados aspectos, la invencion contempla una variante de anticuerpo que posee algunas pero no todas
las funciones efectoras, lo que la convierte en un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida del
anticuerpo in vivo es importante, aunque determinadas funciones efectoras (tal como la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)) son innecesarias o
perjudiciales. Se pueden realizar ensayos de citotoxicidad in vitro yl/o in vivo para confirmar la
reduccion/disminucion de las actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden realizar ensayos de unién a
receptor de Fc (FCR) para garantizar que el anticuerpo carece de unién a FcyR (por tanto, probablemente carece
de actividad de ADCC), pero mantiene su capacidad de union a FcRn. Las células principales para mediar en la
ADCC, los linfocitos NK, expresan solo FcyRIll, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIIl. La
expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de
una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362 (véase, por ejemplo, Hellstrom, I. et
al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:1499-1502
(1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). De forma alternativa, se
pueden emplear procedimientos de ensayo no radioactivo (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no
radioactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad
no radioactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen
leucocitos monomorfonucleares en sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad de ADCC de la molécula de interés, por ejemplo,
en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También
se pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unir a C1q y por
tanto carece de actividad de CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1gq y C3c en los documentos WO
2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de
CDC (véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood
101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). La unién a FcRn y la
determinacion de la eliminacién/semivida in vivo también se pueden realizar usando procedimientos conocidos en
la técnica (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Int'l. Immunol. 18(12): 1759-1769, (2006); documento WO
2013/120929 A1).
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Los anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquellos con sustitucién de uno o mas de los residuos de
la region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327,
incluyendo el llamado mutante de Fc “DANA” con sustitucion de los residuos 265 y 297 por alanina (patente de
EE. UU.n.°7.332.581). Se describen determinadas variantes de anticuerpo con una mejora o reduccion en la union
a FcR. (Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.737.056; documento WO 2004/056312 y Shields et al., J.
Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)). En determinados modos de realizaciéon, una variante de anticuerpo
comprende una region Fc con una o mas sustituciones aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo,
sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la regién Fc (numeracion EU de residuos).

En determinados aspectos, una variante de anticuerpo comprende una region Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que disminuyen la unién a FcyR, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 234 y 235 de la region
Fc (numeracion EU de residuos). En un aspecto, las sustituciones son L234A y L235A (LALA). En determinados
aspectos, la variante de anticuerpo comprende ademas D265A y/o P329G en una region Fc derivada de una region
Fc de IgG1 humana. En un aspecto, las sustituciones son L234A, L235A y P329G (LALA-PG) en una region Fc
derivada de una region Fc de IgG1 humana. (Véase, por ejemplo, el documento WO 2012/130831). En otro
aspecto, las sustituciones son L234A, L235A y D265A (LALA-DA) en una regién Fc derivada de una region Fc de
IgG1 humana.

En algunos modos de realizacioén, se realizan las alteraciones en la region Fc, que dan como resultado una union
a C1q y/o una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o reducidas), por
ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 6.194.551, el documento WO 99/51642 e Idusogie et al.
J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Los anticuerpos con un incremento en las semividas y una mejora en la unién al receptor de Fc neonatal (FcRn),
que es responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et
al., J. Immunol. 24:249 (1994)) se describen en el documento US2005/0014934 (Hinton et al.). Estos anticuerpos
comprenden una region Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la regién Fc a FcRn.
Dichas variantes de Fc incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los residuos de la regién Fc: 238, 252,
254, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0 434, por
ejemplo, sustitucion del residuo 434 de la regién Fc (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 7.371.826;
Dall’Acqua, W.F. et al., J. Biol. Chem. 281 (2006) 23514-23524).

En determinados aspectos, una variante de anticuerpo comprende una regiéon Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que reducen la unién a FcRn, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 253 y/o 310 y/o 435 de
la region Fc (numeracion EU de residuos). En determinados aspectos, la variante de anticuerpo comprende una
region Fc con las sustituciones aminoacidicas en las posiciones 253, 310 y 435. En un aspecto, las sustituciones
son 1253A, H310A y H435A en una region Fc derivada de una region Fc de IgG1 humana. Véase, por ejemplo,
Grevys, A. et al., J. Immunol. 194 (2015) 5497-5508.

En otro aspecto, una variante de anticuerpo comprende una region Fc con una o mas sustituciones aminoacidicas
que reducen la union a FcRn, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 310 y/o 433 y/o 436 de la region Fc
(numeracion UE de residuos). En determinados aspectos, la variante de anticuerpo comprende una regién Fc con
las sustituciones aminoacidicas en las posiciones 310, 433 y 436. En un aspecto, las sustituciones son H310A,
H433A 'y Y436A en una region Fc derivada de una region Fc de IgG1 humana. (Véase, por ejemplo, el documento
WO 2014/177460 A1).

En determinados aspectos, una variante de anticuerpo comprende una regiéon Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que incrementan la unién a FcRn, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 252 y/o 254 y/o 256
de la region Fc (numeracion UE de residuos). En determinados modos de realizacién, la variante de anticuerpo
comprende una region Fc con sustituciones aminoacidicas en las posiciones 252, 254 y 256. En un modo de
realizacion, las sustituciones son M252Y, S254T y T256E en una region Fc derivada de una regiéon Fc de IgG1
humana (véase también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); la patente de EE. UU. n.° 5.648.260; la
patente de EE. UU. n.° 5.624.821 y el documento WO 94/29351 en relacidon con otros ejemplos de variantes de
region Fc.

En determinados modos de realizacion puede ser deseable crear variantes genomanipuladas con cisteina de
las moléculas de unién a antigeno de la invencion, por ejemplo, “tioMAb”, en los que uno o mas residuos de la
molécula se sustituyen por residuos de cisteina. En modos de realizacion particulares, los residuos sustituidos se
producen en sitios accesibles de la molécula. Al sustituir esos residuos por cisteina, los grupos tiol reactivos se
sitian, de este modo, en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden usar para conjugar el anticuerpo a otros
restos, tales como restos de farmaco o restos de conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado. En
determinados modos de realizacion se puede sustituir uno cualquiera o mas de los siguientes residuos por cisteina:
V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion
EU) de la region Fc de la cadena pesada. Se pueden generar moléculas de union a antigeno genomanipuladas
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con cisteina como se describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.521.541.

En determinados aspectos, las moléculas de uniéon a antigeno proporcionadas en el presente documento se
pueden modificar ademas para que contengan restos no proteinicos adicionales que son conocidos en la técnica
y estan facilmente disponibles. Los restos adecuados para la derivatizacion del anticuerpo incluyen, pero no se
limitan a, polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero no
se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano,
poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o bien copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-
vinilpirrolidona)/polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno)/6xido
de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El
polietilenglicol-propionaldehido puede tener ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero
puede ser de cualquier peso molecular y puede estar ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros unidos
al anticuerpo puede variar y, si se une mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general,
el nimero y/o tipo de polimeros usados para la derivatizacion se puede determinar en base a consideraciones que
incluyen, pero no se limitan a, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo que se van a mejorar, si el
derivado de anticuerpo biespecifico se usara en un tratamiento en condiciones definidas, etc. En otro aspecto, se
proporcionan conjugados de un anticuerpo y un resto no proteinico que se pueden calentar selectivamente por
exposicion a la radiacion. En un modo de realizacion, el resto no proteinico es un nanotubo de carbono (Kam, N.W.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605). La radiacion puede ser de cualquier longitud de onda,
e incluye, pero no se limita a, longitudes de onda que no dafan células normales, pero que calientan el resto no
proteinico hasta una temperatura a la que las células proximas al anticuerpo-resto no proteinico se destruyen. En
otro aspecto, se pueden obtener inmunoconjugados de las moléculas de union a antigeno que contienen 4-1BBL
proporcionadas en el presente documento. Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado con una 0 mas
moléculas heterégenas, incluyendo pero sin limitarse a un agente citotoxico.

El término “polinucleétido” se refiere a una molécula o construccién de acido nucleico aislada, por ejemplo, ARN
mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN de plasmido (ADNp). Un polinucleétido puede comprender un
enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace amida, tal como se
encuentra en los acidos peptidonucleicos (APN)). El término “molécula de acido nucleico” se refiere a uno
cualquiera o mas segmentos de acido nucleico, por ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un
polinucleétido.

Por molécula de acido nucleico o polinucledtido “aislado” se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN
que se ha retirado de su entorno natural. Por ejemplo, un polinucleétido recombinante que codifica un polipéptido
contenido en un vector se considera aislado para los propositos de la presente invencion. Otros ejemplos de un
polinucleétido aislado incluyen polinucledtidos recombinantes mantenidos en células huésped heterégenas o
polinucledtidos (parcial o sustancialmente) purificados en solucién. Un polinucledétido aislado incluye una molécula
polinucleotidica contenida en células que normalmente contienen la molécula polinucleotidica, pero la molécula
polinucleotidica esta presente de forma extracromosémica o en una localizacién cromosémica que es diferente de
su localizacion cromosémica natural. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos de ARN in vivo o in vitro
de la presente invencién, asi como formas de hebras positivas y negativas y formas bicatenarias. Los
polinucleétidos o &cidos nucleicos aislados de acuerdo con la presente invencién incluyen ademas dichas
moléculas producidas sintéticamente. Ademas, un polinucleétido o un acido nucleico puede ser o puede incluir un
elemento regulador tal como un promotor, sitio de unién a ribosoma o un finalizador de la transcripcion.

Por un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por ejemplo, un 95 %
“idéntica” a una secuencia de nucleétidos de referencia de la presente invencion se entiende que la secuencia de
nucledtidos del polinucledtido es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia polinucleotidica
puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de
referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucleétidos al menos un
95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta un 5 % de los nucledtidos de la secuencia de
referencia se pueden delecionar o sustituir por otro nucledétido, o un nimero de nucleétidos de hasta un 5 % de los
nucleotidos totales de la secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia
de nucledtidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente
entre los residuos de la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia. Como cuestién practica, si cualquier secuencia polinucleotidica particular es al menos un 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de la presente invencion, se puede
determinar convencionalmente usando programas informaticos conocidos, tales como los analizados
anteriormente para polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

El término “casete de expresion” se refiere a un polinucleétido generado de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcién de un acido nucleico
determinado en una célula diana. El casete de expresion recombinante se puede incorporar en un plasmido,
cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de &cido nucleico. Tipicamente, la porcién de
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casete de expresién recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir y un promotor. En determinados modos de realizacion, el casete de expresiéon
de la invencién comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas
de la invencién o fragmentos de las mismas.

El término “vector” o “vector de expresiéon” es sindnimo de “construccion de expresion” y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de forma funcional
en una célula diana. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autorreplicante, asi como
el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. El vector de expresion de
la presente invencion comprende un casete de expresion. Los vectores de expresiéon permiten la transcripcion de
grandes cantidades de ARNm estable. Una vez que el vector de expresion esta dentro de la célula diana, la
molécula de acido ribonucleico o proteina que estd codificada por el gen se produce por el mecanismo de
transcripcion y/o traduccion celular. En un modo de realizacion, el vector de expresion de la invencion comprende
un casete de expresion que comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de unién a antigeno
biespecificas de la invencién o fragmentos de las mismas.

Los términos “célula huésped”, “linea celular huésped” y “cultivo de células huésped” se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen “transformantes” y “células transformadas”, que
incluyen la célula transformada principal y la descendencia derivada de la misma, independientemente del numero
de pasos. La descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula
original, sino que puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad
biologica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente
documento. Una célula huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar las moléculas
de unién a antigeno biespecificas de la presente invencion. Las células huésped incluyen células cultivadas, por
ejemplo, células cultivadas de mamiferos, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0,
células de mieloma YO, células de mieloma de ratén P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma,
células de levadura, células de insectos y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células
comprendidas dentro de un animal transgénico, planta transgénica o tejido vegetal o animal cultivado.

Una “cantidad eficaz” de un agente se refiere a la cantidad que es necesaria para dar como resultado un cambio
fisiolégico en la célula o tejido al que se administra.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un agente, por ejemplo, una composicién farmacéutica, se refiere a
una cantidad eficaz, en las dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
terapéutico o profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina,
disminuye, retrasa, minimiza o previene efectos adversos de una enfermedad.

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

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

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una composicién farmacéutica,
distinto de un ingrediente activo, que no es téxico para un sujeto. Un excipiente farmacéuticamente aceptable
incluye, pero no se limita a, un tampén, un estabilizador o un conservante.

El término “prospecto del envase” se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacion con el uso de dichos productos
terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo tales como “tratar”
0 “que trata”) se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo que se
esta tratando, y se puede realizar para profilaxis o bien durante la evolucion de la enfermedad clinica. Los efectos
deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicidn o recidiva de la enfermedad,
alivio de los sintomas, disminuciéon de cualquier consecuencia patolédgica directa o indirecta de la enfermedad,
prevencion de metastasis, disminucion de la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o atenuacion del estado
de la enfermedad y remisién o mejora del pronéstico. En algunos modos de realizacion, las moléculas de la
invencioén se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresién de una enfermedad.

El término “cancer”, como se usa en el presente documento, se refiere a enfermedades proliferativas, tales como
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linfomas o leucemias linfociticas o melanoma.

Por “trastorno proliferativo de linfocitos B” se quiere decir una enfermedad en la que el numero de linfocitos B
en un paciente se incrementa en comparaciéon con el numero de linfocitos B en un sujeto sano, y en particular en
la que el incremento en el niumero de linfocitos B es la causa o rasgo caracteristico de la enfermedad. Un “trastorno
proliferativo de linfocitos B positivos para CD20” es un trastorno proliferativo de linfocitos B en el que los linfocitos
B, en particular los linfocitos B malignos (ademas de los linfocitos B normales), expresan CD20. Los trastornos
ejemplares de proliferacion de linfocitos B incluyen linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA),
leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de
células del manto (LCM), linfoma de zona marginal (LZM), asi como algunos tipos de mieloma mudltiple (MM) y
linfoma de Hodgkin (LH).

Anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 ejemplares para su uso en la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3 y a su uso en combinacién con
agonistas de 4-1BB (CD137), en particular a su uso en un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del
cancer, mas en particular para tratar o retrasar la progresion de los trastornos proliferativos de linfocitos B. Los
anticuerpos biespecificos anti-CD20/anti-CD3, como se usan en el presente documento, son anticuerpos
biespecificos que comprenden un primer dominio de unién a antigeno que se une a CD3 y un segundo dominio de
unioén a antigeno que se une a CD20.

Por tanto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, como se usa en el presente documento, comprende un
primer dominio de unién a antigeno que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD3) y una region
variable de la cadena ligera (VLCD3) y un segundo dominio de unién a antigeno que comprende una region variable
de la cadena pesada (VHCD20) y una region variable de la cadena ligera (VL.CD20).

En un aspecto particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en la combinacién comprende
un primer dominio de unién a antigeno que comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD3) que
comprende la secuencia CDR-H1 de SEQ ID NO: 56, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 57 y la secuencia
CDR-H3 de SEQ ID NO: 58; y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD3) que comprende la secuencia
CDR-L1 de SEQ ID NO: 59, la secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 60 y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 61.
Mas en particular, el anti-CD20/anti-CD3 biespecifico comprende un primer dominio de unién a antigeno que
comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD3) que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 y/o una region variable de la cadena ligera
(VLCD3) que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 63. En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende una region variable de
la cadena pesada (VHCD3) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 y/o una region variable
de la cadena ligera (VL.CD3) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, el anticuerpo que se une especificamente a CD3 es un anticuerpo de longitud completa. En un
aspecto, el anticuerpo que se une especificamente a CD3 es un anticuerpo de la clase IgG humana, en particular
un anticuerpo de la clase IgG1 humana. En un aspecto, el anticuerpo que se une especificamente a CD3 es un
fragmento de anticuerpo, en particular una molécula Fab o una molécula scFv, méas en particular una molécula
Fab. En un aspecto particular, el anticuerpo que se une especificamente a CD3 es una molécula Fab de
entrecruzamiento en la que los dominios variables o los dominios constantes de la cadena pesada y ligera de Fab
se intercambian (es decir, se reemplazan entre si). En un aspecto, el anticuerpo que se une especificamente a
CD3 es un anticuerpo humanizado.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un segundo dominio de unién a
antigeno que comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia CDR-
H1 de SEQ ID NO: 64, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 65 y la secuencia CDR-H3 de SEQ ID NO: 66, y/o
una region variable de la cadena ligera (VLCD20) que comprende la secuencia CDR-L1 de SEQ ID NO: 67, la
secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 68,y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 69. Mas en particular, el anti-
CD20/anti-CD3 biespecifico comprende un segundo dominio de unién a antigeno que comprende una region
variable de la cadena pesada (VHCD20) que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y/o una region variable de la cadena ligera (VL.CD20) que es al
menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71. En
otro aspecto, el anti-CD20/anti-CD3 biespecifico comprende un segundo dominio de unién a antigeno que
comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID NO: 70 y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD20) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 71.

En otro aspecto particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un tercer dominio de unién a
antigeno que se une a CD20. En particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un tercer
dominio de union a antigeno que comprende una regién variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende
la secuencia CDR-H1 de SEQ ID NO: 64, la secuencia CDR-H2 de SEQ ID NO: 65 y la secuencia CDR-H3 de
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SEQ ID NO: 66; y/o una region variable de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende la secuencia CDR-L1 de
SEQ ID NO: 67, la secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 68 y la secuencia CDR-L3 de SEQ ID NO: 69. Mas en
particular, el anti-CD20/anti-CD3 biespecifico comprende un tercer dominio de unién a antigeno que comprende
una region variable de la cadena pesada (VHCD20) que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y/o una regién variable de la cadena ligera (V.CD20)
que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
71. En otro aspecto, el anti-CD20/anti-CD3 biespecifico comprende un tercer dominio de unién a antigeno que
comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 70 y/o una region variable de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 71.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 es un anticuerpo biespecifico en el que el primer
dominio de unién a antigeno es una molécula cross-Fab en la que los dominios variables o los dominios constantes
de la cadena pesada y ligera de Fab se intercambian, y el segundo y tercer dominio de unién a antigeno, si esta
presente, es una molécula Fab convencional.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 es un anticuerpo biespecifico en el que (i) el
segundo dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la
cadena pesada de Fab del primer dominio de unién a antigeno, el primer dominio de unién a antigeno se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y el tercer
dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda
subunidad del dominio Fc, o (ii) el primer dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo dominio de unién a antigeno, el segundo
dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera
subunidad del dominio Fc, y el tercer dominio de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc.

Las moléculas Fab se pueden fusionar al dominio Fc o entre si directamente o a través de un conector peptidico,
que comprende uno 0 mas aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los conectores
peptidicos son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento. Los conectores peptidicos no
inmunogenos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores peptidicos (G4S)n, (SGa)n, (G4S)n 0 Ga(SGa)n, “n”
en general es un numero entero de 1 a 10, tipicamente de 2 a 4. En un modo de realizacién, dicho conector
peptidico tiene una longitud de al menos 5 aminoacidos, en un modo de realizacion una longitud de 5 a 100, en
otro modo de realizaciéon de 10 a 50 aminoacidos. En un modo de realizacion, dicho conector peptidico es (GxS)n
0 (GxS)nGm con G = glicina, S =serina,y (x=3,n=3,4,506,ym=0,1,203)0(x=4,n=2,3,405ym =0,
1, 2 0 3), en un modo de realizacion x =4 y n =2 o 3, en otro modo de realizacién x =4 y n = 2. En un modo de
realizacion, dicho conector peptidico es (G4S)2. Un conector peptidico en particular adecuado para fusionar las
cadenas ligeras de Fab de la primera y la segunda molécula Fab entre si es (G4S)2. Un conector peptidico ejemplar
adecuado para conectar las cadenas pesadas de Fab del primer y segundo fragmento de Fab comprende la
secuencia (D)-(GaS)2. Otro conector adecuado de este tipo comprende la secuencia (G4S)s. Adicionalmente, los
conectores pueden comprender (una porcién de) una region bisagra de inmunoglobulina. En particular, cuando
una molécula Fab se fusiona al extremo N de una subunidad del dominio Fc, se puede fusionar por medio de una
region bisagra de inmunoglobulina o una porcién de la misma, con o sin un conector peptidico adicional.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un dominio Fc que comprende una o
mas sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor de Fc y/o la funcién efectora. En particular, el
anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones
aminoacidicas L234A, L235A y P329G.

En un aspecto particular, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un polipéptido que es al menos
un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 76, un polipéptido que es al menos un
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 77, un polipéptido que es al menos un
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 78, y un polipéptido que es al menos un
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a la secuencia de SEQ ID NO: 79. En otro modo de realizacién particular,
el anticuerpo biespecifico comprende una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 76, una secuencia polipeptidica
de SEQ ID NO: 77, una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 78 y una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO:
79 (TCB CD20).

Los anticuerpos biespecificos particulares se describen en la publicaciéon PCT n.° WO 2016/020309 A1 o en el
documento WO 2015/095392 A1.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 también puede comprender un acoplador de
linfocitos T biespecifico (BiTE®). En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 es XmAb®13676.
En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico es REGN1979. En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico es FBTA05
(Lymphomun).
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Agonistas de 4-1BB ejemplares para su uso en la invencion

En particular, los agonistas de 4-1BB que comprenden al menos un dominio de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a CD19 como se usa en combinacion con el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 son
moléculas que comprenden 4-1BBL. En particular, el agonista de 4-1BB usado en la invencién comprende tres
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos.

En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o
fragmentos de los mismos y en el que los ectodominios de 4-1BBL comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, en particular la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 5.

En el presente documento se ha demostrado que el agonista de 4-1BB es especialmente util si comprende un
dominio de unién a antigeno que es especifico para una diana tumoral, en particular para una diana en linfocitos
B. Por tanto, en otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende tres
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a CD19.

Se ha demostrado ademas en el presente documento que un agonista de 4-1BB que comprende al menos un
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 no fue internalizado por CD19 en linfocitos
By, por tanto, no perdié su capacidad de interaccion con el microambiente tumoral. En un aspecto adicional, se
proporciona un agonista de 4-1BB que no se internalizara en linfocitos B, manteniendo de este modo su actividad.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende tres ectodominios de
4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un resto que se puede unir especificamente a CD19, en el que el
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 tiene reactividad cruzada con macaco
cangrejero, es decir, el dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 se une
especificamente a CD19 humano y de macaco cangrejero.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende tres ectodominios de
4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un resto que se puede unir especificamente a CD19, en el que el
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende

(a) una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende: (i) CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, (ii) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10, y (iii) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, y una region variable de
la cadena ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 12, (v) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y (vi) CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, o

(b) un dominio VH que comprende (i) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
15, (ii) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y (iii) CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17; y un dominio VL que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18; (v) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 19y (vi) CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En un aspecto particular, el dominio de unioén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende
un dominio VH que comprende (i) CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, (ii)
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y (iii) CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17; y un dominio VL que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, (v) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 19y (vi) CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende tres ectodominios de
4-1BBL o fragmentos de los mismos y al menos un dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente
a CD19, en el que el dominio de unioén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende una
region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21
y una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
22, o en el que el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende una region
variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una
regién variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.
Mas en particular, el dominio de unién a antigeno que se puede unir a CD19 comprende una region variable de la
cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable
de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.
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En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende ademas un dominio
Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable. En un aspecto,
el agonista de 4-1BB es una molécula de union a antigeno que comprende un dominio Fc de IgG, especificamente
un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4. En particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a
antigeno que comprende un dominio Fc que comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
union a un receptor de Fc y/o la funcion efectora. En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula
de unién a antigeno que comprende un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A,
L235A y P329G.

En un aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende
(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si
mediante un conector peptidico y en el que el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un
fragmento del mismo.

En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende
(a) al menos un dominio Fab que se puede unir especificamente a CD19, y

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula
de union a antigeno se caracteriza por que

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CH1 o CL y el segundo polipéptido contiene un dominio CL o
CH1, respectivamente, en el que el segundo polipéptido esta unido al primer polipéptido por un enlace disulfuro
entre el dominio CH1 y CL, y en el que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos
de los mismos que estan conectados entre si y al dominio CH1 o CL mediante un conector peptidico, y en el que
el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo conectado por medio de
un conector peptidico al dominio CL o CH1 de dicho polipéptido, o

(i) el primer polipéptido contiene un dominio CH3 y el segundo polipéptido contiene un dominio CH3,
respectivamente, y en el que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los
mismos que estan conectados entre si y al extremo C del dominio CH3 por un conector peptidico y en el que el
segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo conectado por medio de un
conector peptidico al extremo C del dominio CH3 de dicho polipéptido, o

(iii) el primer polipéptido contiene un dominio VH-CL o un dominio VL-CH1 y el segundo polipéptido contiene
un dominio VL-CH1 o un dominio VH-CL, respectivamente, en el que el segundo polipéptido esta unido al primer
polipéptido por un enlace disulfuro entre el dominio CH1 y CL, y en el que el primer polipéptido comprende dos
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si y al VH o VL mediante un
conector peptidico y en el que el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del
mismo conectado por medio de un conector peptidico a VL o VH de dicho polipéptido.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio Fab que se puede unir especificamente a CD19 que comprende una regién variable
de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 21 y una region
variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una
region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23y
una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,

y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro,

en el que la molécula de unidn a antigeno se caracteriza por que el primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32; y por que el segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8.

En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno seleccionada del grupo que
consiste en

a) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36;

b) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38;

c) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 34, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40;

d) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42;

e) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 43 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44;

f) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 34, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46;

g) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36;

h) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38;

i) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 48, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50;

j) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42;

k) una molécula que comprende una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48,
una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 43 y una segunda
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44; y

1) una molécula que comprende dos cadenas ligeras que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 48, una primera cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51 y una
segunda cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 52.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un polipéptido que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan
conectados entre si mediante conectores peptidicos.

En un aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende

(a) al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,
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(b) un polipéptido que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan
conectados entre si mediante conectores peptidicos, y

(c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera
estable, en el que el polipéptido que comprende los tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que
estan conectados entre si mediante conectores peptidicos se fusiona con el aminoacido N o C terminal de una de
las dos subunidades del dominio Fc, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un aspecto particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno seleccionada del grupo que
consiste en

(a) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33, una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53,

(b) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una regién variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53;

(c) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33, una region variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 54, y

(d) una molécula que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48 y una proteina de fusion que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es un anticuerpo biespecifico anti-CD19/anti-4-1BB.
Preparaciéon de anticuerpos biespecificos para su uso en la invencion

En determinados aspectos, los agentes terapéuticos usados en la combinacién comprenden anticuerpos
multiespecificos, por ejemplo, anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de union por al menos dos sitios diferentes. En determinados aspectos,
las especificidades de unidn son para diferentes antigenos. En determinados aspectos, las especificidades de
unién son para diferentes epitopos del mismo antigeno. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tienen especificidades diferentes (véanse
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), documento WO 93/08829, y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655
(1991)), y genomanipulacion por “botén en ojal” (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). También
se pueden preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccion electrostatica para
preparar moléculas heterodimeras en Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos o mas
anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science,
229: 81 (1985)); usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,
Kostelny et al., J. Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992)); usando la tecnologia de “diacuerpos” para preparar
fragmentos de anticuerpo biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-
6448 (1993)); y usando dimeros en Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol.,
152:5368 (1994)); y preparando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al., J. Immunol.
147: 60 (1991).

En el presente documento también se incluyen anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unién a
antigeno funcionales, incluyendo los “anticuerpos pulpo” (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1).

Los anticuerpos o fragmentos en el presente documento también incluyen un “Fab de doble accién” o “DAF” que
comprende un sitio de unién a antigeno que se une a dos antigenos diferentes (véase el documento US
2008/0069820, por ejemplo). Los anticuerpos “Crossmab” también se incluyen en el presente documento (véanse,
por ejemplo, los documentos WO 2009/080251, WO 2009/080252, W0O2009/080253 o0 W02009/080254).

Otra técnica para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico es el “acoplador de linfocitos T biespecifico” o
enfoque BITE® (véanse, por ejemplo, los documentos W02004/106381, W0O2005/061547, WO2007/042261 y
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W02008/119567). Este enfoque utiliza dos dominios variables de anticuerpo dispuestos en un Unico polipéptido.
Por ejemplo, una cadena polipeptidica Unica incluye dos fragmentos Fv monocatenarios (scFv), teniendo cada uno
un dominio de la cadena pesada variable (VH) y uno de la cadena ligera variable (VL) separados por un conector
polipeptidico de una longitud suficiente para permitir la asociacién intramolecular entre los dos dominios. Este
polipéptido Unico incluye ademas una secuencia espaciadora polipeptidica entre los dos fragmentos scFv. Cada
scFv reconoce un epitopo diferente, y estos epitopos pueden ser especificos para diferentes tipos celulares, de
modo que las células de dos tipos celulares diferentes se acercan en estrecha proximidad o se anclan cuando
cada scFv se acopla con su epitopo afin. Un modo de realizacion particular de este enfoque incluye un scFv que
reconoce un antigeno de la superficie celular expresado por una célula inmunitaria, por ejemplo, un polipéptido
CD3 en un linfocito T, unido a otro scFv que reconoce un antigeno de la superficie celular expresado por una célula
diana, tal como una célula cancerosa o tumoral.

Como es un polipéptido unico, el acoplador de linfocitos T biespecifico se puede expresar usando cualquier sistema
de expresion de células procariotas o eucariotas conocido en la técnica, por ejemplo, una linea celular CHO. Sin
embargo, pueden ser necesarias técnicas de purificacion especificas (véase, por ejemplo, el documento
EP1691833) para separar acopladores de linfocitos T biespecificos monomeéricos de otras especies multiméricas,
que pueden tener actividades bioldgicas distintas de la actividad prevista del monémero. En un esquema de
purificacién ejemplar, una solucion que contiene polipéptidos secretados se somete en primer lugar a una
cromatografia de afinidad por metales, y los polipéptidos se eluyen con un gradiente de concentraciones de
imidazol. Este eluido se purifica ademas usando cromatografia de intercambio aniénico, y los polipéptidos se
eluyen usando un gradiente de concentraciones de cloruro de sodio. Finalmente, este eluido se somete a
cromatografia de exclusion por tamafo para separar monémeros de especies multiméricas. En un aspecto, los
anticuerpos biespecificos usados en la invencion estdn compuestos por una Unica cadena polipeptidica que
comprende dos fragmentos Fv monocatenarios (scFv) fusionados entre si mediante un conector peptidico.

Modificaciones en el dominio Fc que reducen la union al receptor de Fc y/o la funcion efectora

El dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno de la invencion consiste en un par de cadenas polipeptidicas
que comprenden dominios de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina. Por ejemplo, el dominio Fc
de una molécula de inmunoglobulina G (IgG) es un dimero, del que cada unidad comprende los dominios
constantes de la cadena pesada de IgG CH2 y CH3. Las dos subunidades del dominio Fc se pueden asociar de
manera estable entre si.

El dominio Fc confiere propiedades farmacocinéticas favorables a las moléculas de unién a antigeno de la
invencioén, que incluyen una larga semivida en suero que contribuye a una buena acumulacién en el tejido diana y
una proporcion de distribucion tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar lugar a una
direccion indeseable de los anticuerpos biespecificos de la invencion hacia células que expresan receptores de Fc
en lugar de hacia células portadoras de antigeno preferentes. En consecuencia, en aspectos particulares, el
dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno de la invencion presenta una afinidad de unién reducida por un
receptor de Fc y/o una funcién efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc de IgG1 natural. En un
aspecto, el Fc no se une sustancialmente a un receptor de Fc ni induce la funcién efectora. En un aspecto particular,
el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En un aspecto, el receptor de Fc es un receptor de Fc humano. En un
aspecto especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla,
FcyRI o FcyRIla humano, lo mas especificamente FcyRlIlla humano. En un aspecto, el dominio Fc no induce la
funcién efectora. La funcién efectora reducida puede incluir, pero no se limita a, una o mas de las siguientes:
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) reducida, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) reducida, secrecion de citocinas
reducida, captacion de antigenos mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigenos reducida,
unién a linfocitos NK reducida, unidon a macréfagos reducida, union a monocitos reducida, union a células
polimorfonucleares reducida, sefalizaciéon directa inductora de la apoptosis reducida, maduracion de células
dendriticas reducida o activacion de linfocitos T reducida.

En determinados aspectos, se pueden introducir una o mas modificaciones aminoacidicas en la regiéon Fc de un
anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando de este modo una variante de la regién Fc. La
variante de la regién Fc puede comprender una secuencia de la regiéon Fc humana (por ejemplo, una regién Fc de
IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprenda una modificacion aminoacidica (por ejemplo, una sustitucion)
en una o mas posiciones de aminoacido.

En un aspecto particular, la invencion proporciona un anticuerpo, en el que el dominio Fc comprende una o mas
sustituciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor de Fc, en particular al receptor de Fcy.

En un aspecto, el dominio Fc del anticuerpo de la invenciéon comprende una o0 mas mutaciones aminoacidicas que
reducen la afinidad de union del dominio Fc por un receptor de Fc y/o la funcién efectora. Tipicamente, la misma
0 mas mutaciones aminoacidicas estan presentes en cada una de las dos subunidades del dominio Fc. En
particular, el dominio Fc comprende una sustitucion aminoacidica en una posicion de E233, L234, L235, N297,
P331 y P329 (numeracion EU). En particular, el dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2847973 T3

posiciones 234 y 235 (numeracion EU) y/o 329 (numeracion EU) de las cadenas pesadas de IgG. Mas en particular,
se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencion que comprende un dominio Fc con las sustituciones
aminoacidicas L234A, L235A y P329G ("P329G LALA", numeracion EU) en las cadenas pesadas de IgG. Las
sustituciones aminoacidicas L234A y L235A se refieren a la denominada mutacion LALA. La combinacion “P329G
LALA” de sustituciones aminoacidicas anula casi por completo la union al receptor de Fcy de un dominio Fc de
IgG1 humana y se describe en la publicacion de solicitud de patente internacional n.° WO 2012/130831 A1 que
también describe procedimientos para preparar dichos dominios Fc mutantes y procedimientos para determinar
sus propiedades tales como la unién al receptor de Fc o funciones efectoras.

Los dominios Fc con unién al receptor de Fc reducida y/o funcién efectora reducida incluyen también aquellas con
sustitucion de uno o mas de los residuos de dominio Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 de la regién Fc (patente
de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de las
posiciones aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con sustitucion
de los residuos 265 y 297 por alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

En otro aspecto, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4. Los anticuerpos de IgG4 presentan una afinidad de unién
reducida por receptores de Fc y funciones efectoras reducidas en comparacion con anticuerpos de IgG1. En un
aspecto mas especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustitucion aminoacidica en
la posicion S228 (numeracion de Kabat), en particular la sustitucion aminoacidica S228P. En un aspecto mas
especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende las sustituciones aminoacidicas L235E y S228P
y P329G (numeracion EU). Dichos mutantes del dominio Fc de IgG4 y sus propiedades de union al receptor de
Fcy se describen también en el documento WO 2012/130831.

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecién, sustitucién, insercién o modificacién de aminoacidos
usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden
incluir mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los
cambios nucleotidicos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La unién a receptores de Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, por ELISA, o por resonancia de plasmon
superficial (RPS) usando instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores
de Fc tales como los que se pueden obtener por expresion recombinante. De forma alternativa, se puede evaluar
la afinidad de uniéon de dominios Fc o anticuerpos activadores de células que comprenden un dominio Fc para
receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores de Fc particulares, tales como
linfocitos NK humanos que expresan el receptor de Fcyllla.

La funcién efectora de un dominio Fc, o de los anticuerpos de la invencién que comprenden un dominio Fc, se
puede medir mediante procedimientos conocidos en la técnica. Un ensayo adecuado para medir la ADCC se
describe en el presente documento. Otros ejemplos de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una
molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA
83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985); patente de EE. UU. n.°
5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). De forma alternativa, se pueden emplear
procedimientos de ensayo no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™
para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radioactivo
CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen leucocitos
monomorfonucleares en sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma alternativa, o
adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un
modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunos aspectos, se reduce la unién del dominio Fc a un componente de complemento, especificamente a
C1q. En consecuencia, en algunos modos de realizacion en los que se genomanipula el dominio Fc para que tenga
una funcién efectora reducida, dicha funcion efectora reducida incluye CDC reducida. Se pueden llevar a cabo
ensayos de union a C1q para determinar si la molécula biespecifica de unién a antigeno de la invencion se puede
unir a C1q vy, por lo tanto, tiene actividad de CDC (véase, por ejemplo, ELISA de uniéon a C1q y C3c en los
documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402). Para evaluar la activacion del complemento se puede realizar
un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragg et
al., Blood 101, 1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

Modificaciones en el dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

Las moléculas de unidn a antigeno biespecificas de la invencidn comprenden sitios de unién a antigeno diferentes,
fusionados a una o la otra de las dos subunidades del dominio Fc; por tanto, las dos subunidades del dominio Fc
pueden estar comprendidas en dos cadenas polipeptidicas no idénticas. La coexpresion recombinante de estos
polipéptidos y la posterior dimerizacidon dan lugar a varias combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para
mejorar el rendimiento y la pureza de los anticuerpos biespecificos de la invencién en la produccién recombinante,
sera ventajoso, por tanto, introducir en el dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno biespecificas de la
invencion una modificacion que promueva la asociacion de los polipéptidos deseados.
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En consecuencia, en aspectos particulares, la invencion se refiere a la molécula de unién a antigeno biespecifica
que comprende (a) al menos un resto que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y un segundo
polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula de unién a antigeno se
caracteriza por que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de un miembro de la familia de ligandos de
FNT o dos fragmentos de los mismos que estan conectados entre si por un conector peptidico y por que el segundo
polipéptido comprende solo un ectodominio de dicho miembro de la familia de ligandos de FNT o un fragmento del
mismo, y (c) un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera
estable, en el que el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la asociacion de la primera y segunda
subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccion proteina-proteina mas extensa entre las dos subunidades de un
dominio Fc de IgG humana esta en el dominio CH3 del dominio Fc. Por tanto, en un aspecto, dicha modificacion
esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un aspecto especifico, dicha modificacion es una modificacion llamada “botdn en ojal”, que comprende una
modificacion de “botdn” en una de las dos subunidades del dominio Fc y una modificacion de “ojal” en la otra de
las dos subunidades del dominio Fc. Por tanto, la invencion se refiere a una molécula de union a antigeno que
comprende (a) al menos un resto que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y un segundo
polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula de unién a antigeno se
caracteriza por que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de un miembro de la familia de ligandos de
FNT o dos fragmentos de los mismos que estan conectados entre si por un conector peptidico y por que el segundo
polipéptido comprende solo un ectodominio de dicho miembro de la familia de ligandos de FNT o un fragmento del
mismo, y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de
manera estable, en el que la primera subunidad del dominio Fc comprende botones y la segunda subunidad del
dominio Fc comprende ojales de acuerdo con el procedimiento de botones en ojales. En un aspecto particular, la
primera subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W (numeracion EU)
y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas Y349C, T366S e Y407V
(numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat).

La tecnologia de boton en ojal se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936; Ridgway
etal., Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia (“botdn”) en la interfase de un primer polipéptido y una correspondiente cavidad (“ojal”)
en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se puede situar en la cavidad para
promover la formaciéon de heterodimeros y dificultar la formaciéon de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase del primer polipéptido por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean cavidades compensadoras de tamafio
idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de
aminoacido grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un aspecto, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc de las moléculas de
unién a antigeno biespecificas de la invencidon se reemplaza un residuo de aminoacido por un residuo de
aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia en
el dominio CH3 de la primera subunidad que se puede colocar en una cavidad dentro del dominio CH3 de la
segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza un residuo de
aminoacido por un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de
este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad en la que se puede colocar la
protuberancia dentro el dominio CH3 de la primera subunidad. La protuberancia y la cavidad se pueden realizar
alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por
sintesis de péptidos. En un aspecto especifico, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se
reemplaza el residuo de treonina en la posicidon 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de
la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza el residuo de tirosina en la posicion 407 por un residuo de
valina (Y407V). En un aspecto, en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente se reemplaza el residuo
de treonina en la posicién 366 por un residuo de serina (T366S) y se reemplaza el residuo de leucina en la posicion
368 por un residuo de alanina (L368A).

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

En un aspecto alternativo, una modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda subunidad del

dominio Fc comprende una modificacion que media en los efectos de conduccidn electrostatica, por ejemplo, como
se describe en la publicacion PCT WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el reemplazo de uno
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0 mas residuos de aminoacidos en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por residuos de aminoacidos
cargados de modo que la formacion de homodimeros se vuelve electrostaticamente desfavorable, pero la
heterodimerizacion es electrostaticamente favorable.

El extremo C de la cadena pesada del anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento puede
ser un extremo C completo que termina con los residuos de aminoacidos PGK. El extremo C de la cadena pesada
puede ser un extremo C acortado en el que se han retirado uno o dos de los residuos de aminoacidos C terminales.
En un aspecto preferente, el extremo C de la cadena pesada es un extremo C acortado que termina en PG. En un
aspecto de todos los aspectos como se informa en el presente documento, un anticuerpo biespecifico que
comprende una cadena pesada que incluye un dominio CH3 C terminal, como se especifica en el presente
documento, comprende el dipéptido glicina-lisina C terminal (G446 y K447, numeracion de acuerdo con el indice
EU de Kabat). En un modo de realizacion de todos los aspectos como se informa en el presente documento, un
anticuerpo biespecifico que comprende una cadena pesada que incluye un dominio CH3 C terminal, como se
especifica en el presente documento, comprende un residuo de glicina C terminal (G446, numeracion de acuerdo
con el indice EU de Kabat).

Modificaciones en los dominios Fab

En un aspecto, la invencién se refiere a una molécula de unién a antigeno que contiene 4-1BBL, que comprende
(a) un fragmento Fab que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y un segundo polipéptido que estan
unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula de unién a antigeno se caracteriza por que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o dos fragmentos de los mismos que estan conectados entre
si mediante un conector peptidico y por que el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de 4-1BBL o
un fragmento del mismo, y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden
asociar de manera estable, en el que en uno de los fragmentos Fab se intercambian los dominios variables VH y
VL o los dominios constantes CH1 y CL. Los anticuerpos biespecificos se preparan de acuerdo con la tecnologia
Crossmab.

Los anticuerpos multiespecificos con un reemplazo/intercambio de dominios en un brazo de unién (CrossMabVH-
VL o CrossMabCH-CL) se describen en detalle en el documento WO 2009/080252 y Schaefer, W. et al., PNAS,
108 (2011) 11187-1191. Reducen claramente los subproductos causados por el emparejamiento erréneo de una
cadena ligera frente a un primer antigeno con la cadena pesada equivocada frente al segundo antigeno (en
comparacioén con los enfoques sin dicho intercambio de dominios).

En un aspecto, la invencion se refiere a una molécula de unién a antigeno biespecifica que comprende (a) un
primer fragmento Fab que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y un segundo polipéptido que
estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula de unién a antigeno se caracteriza por que el
primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o dos fragmentos de los mismos que estan conectados
entre si mediante un conector peptidico y por que el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de 4-
1BBL o un fragmento del mismo, y en el que cada uno de ellos esta unido a un dominio CH1 o CL, y (c) un dominio
Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable, en el que los
dominios constantes CL y CH1 contiguos a 4-1BBL se sustituyen entre si, de modo que el dominio CH1 es parte
de la cadena ligera y el dominio CL es parte de la cadena pesada.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una molécula de unién a antigeno biespecifica que comprende (a) dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de un anticuerpo que comprende dos fragmentos Fab que se pueden unir
especificamente a un miembro de la familia del receptor de FNT coestimulador y al dominio Fc, y ( b) dos
fragmentos Fab adicionales que se pueden unir especificamente a un antigeno de la célula diana, en el que dichos
fragmentos Fab adicionales estan conectados cada uno por medio de un conector peptidico al extremo C de las
cadenas pesadas de (a). En un aspecto particular, los fragmentos Fab adicionales son fragmentos Fa, en los que
los dominios variables VL y VH se reemplazan entre si de modo que el dominio VH es parte de la cadena ligera 'y
el dominio VL es parte de la cadena pesada.

En otro aspecto, y para mejorar adicionalmente el emparejamiento correcto, la molécula de unién a antigeno
biespecifica comprende (a) un primer fragmento Fab que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y
un segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula de unioén a antigeno
se caracteriza por que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o dos fragmentos de los
mismos que estan conectados entre si mediante un conector peptidico y por que el segundo polipéptido comprende
solo un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento del mismo, y en el que cada uno de ellos esta unido a un dominio
CH1 o CL, y (c) un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de
manera estable, puede contener diferentes sustituciones aminoacidicas cargadas (los llamados “residuos
cargados”). Estas modificaciones se introducen en los dominios CH1 y CL cruzados o no cruzados. En un aspecto
particular, la invencion se refiere a una molécula de unién a antigeno biespecifica, en el que en uno de los dominios
CL el aminoacido en la posicién 123 (numeracion EU) se ha reemplazado por arginina (R) y el aminoacido en la
posicion 124 (numeracion EU) se ha sustituido por lisina (K) y en el que en uno de los dominios CH1 los
aminoacidos en la posicién 147 (numeracion UE) y en la posicion 213 (numeracion UE) se han sustituidos por
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acido glutamico (E).

Mas en particular, la invencién se refiere a una molécula de union a antigeno biespecifica que comprende un Fab,
en la que en el dominio CL contiguo al miembro de la familia de ligandos de FNT, el aminoacido en la posicion 123
(numeracién EU) se ha reemplazado por arginina (R) y el aminoacido en la posicion 124 (numeracion UE) se ha
sustituido por lisina (K), y en el que en el dominio CH1 contiguo al miembro de la familia de ligandos de FNT los
aminoacidos en la posicion 147 (numeracion UE) y en la posicion 213 (numeracion UE) se han sustituido por acido
glutamico (E).

Polinucleétidos

La invencion proporciona ademas polinucledtidos aislados que codifican un anticuerpo biespecifico como se
describe en el presente documento o un fragmento del mismo.

Los polinucledtidos aislados que codifican los anticuerpos de la invencion se pueden expresar como un
polinucleétido Unico que codifica toda la molécula de unién a antigeno o como polinucledtidos multiples (por
ejemplo, dos 0 mas) que se coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucleétidos que se coexpresan se
pueden asociar a través de, por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar una molécula de unién a
antigeno funcional. Por ejemplo, se puede codificar la parte de la cadena ligera de una inmunoglobulina por un
polinucleétido separado de la parte de la cadena pesada de la inmunoglobulina. Cuando se coexpresan, los
polipéptidos de la cadena pesada se asociaran con los polipéptidos de la cadena ligera para formar la
inmunoglobulina.

En algunos aspectos, el polinucleétido aislado codifica todo el anticuerpo de acuerdo con la invencién como se
describe en el presente documento. En otros modos de realizacion, el polinucleétido aislado codifica un polipéptido
comprendido en el anticuerpo de acuerdo con la invencidon como se describe en el presente documento.

En determinados modos de realizacion, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos de realizacion,
un polinucledtido de la presente invencion es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). EI ARN de
la presente invencidn puede ser monocatenario o bicatenario.

Procedimientos recombinantes

Se pueden obtener anticuerpos biespecificos como se usan en la invencién, por ejemplo, mediante sintesis de
péptidos en estado soélido (por ejemplo, sintesis en fase sélida de Merrifield) o produccidon recombinante. Para la
produccion recombinante, se aislan e insertan uno o mas polinucledtidos que codifican el anticuerpo o fragmentos
polipeptidicos del mismo, por ejemplo, como se describe anteriormente, en uno 0 mas vectores para su clonacion
y/o expresion adicional en una célula huésped. Dicho polinucleétido se puede aislar y secuenciar facilmente usando
procedimientos convencionales. En un aspecto de la invencién, se proporciona un vector, preferentemente un
vector de expresién, que comprende uno o mas de los polinucleétidos de la invencion. Se pueden usar
procedimientos que sean bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresiéon que
contengan la secuencia codificante de un anticuerpo (fragmento) junto con sefales de control de la
transcripcidn/traduccion apropiadas. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas y recombinacion in vivo/recombinacion genética. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989);
y Ausubel ef al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y. (1989). El vector de expresion puede ser parte de un plasmido, virus, o puede ser un fragmento
de acido nucleico. El vector de expresion incluye un casete de expresion en el que el polinucledtido que codifica el
anticuerpo o fragmentos polipeptidicos del mismo (es decir, la regién codificante) se clona en asociacion funcional
con un promotor y/u otros elementos de control de la transcripcion o de la traduccion. Como se usa en el presente
documento, una “regién codificante” es una parte de acido nucleico que consiste en codones traducidos en
aminoacidos. Aunque un “coddn de terminacion” (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoacido, se puede
considerar que es parte de una region codificante, si esta presente; sin embargo, cualquier secuencia flanqueante,
por ejemplo promotores, sitios de unidén a ribosoma, finalizadores de la transcripcion, intrones, regiones no
traducidas 5'y 3'y similares, no forma parte de una regién codificante. Dos 0 mas regiones codificantes pueden
estar presentes en una unica construccion de polinucleétidos, por ejemplo, en un Unico vector, o en construcciones
de polinucledtidos separadas, por ejemplo, en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede
contener una uUnica regién codificante, o puede comprender dos o mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector
de la presente invencién puede codificar uno o mas polipéptidos, que se separan de forma postraduccional o
cotraduccional en las proteinas finales por medio de escisidn proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido
nucleico de la invencién puede codificar regiones codificantes heterégenas, fusionadas o bien no fusionadas a un
polinucledtido que codifica el anticuerpo de la invencion o fragmentos polipeptidicos del mismo, o variantes o
derivados del mismo. Las regiones codificantes heterdgenas incluyen, sin limitacién, elementos o motivos
especializados, tales como un péptido sefial secretor o un dominio funcional heterégeno. Una asociacion funcional
es cuando una region codificante de un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una o mas
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secuencias reguladoras de tal forma que situa la expresion del producto génico bajo la influencia o control de la(s)
secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de ADN (tales como una region codificante de polipéptido y un
promotor asociado con la misma) se “asocian de forma funcional” si la induccién de la funcidén promotora da como
resultado la transcripciéon de ARNm que codifica el producto génico deseado y si la naturaleza del enlace entre los
dos fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresion de dirigir la
expresion del producto génico ni interfiere con la capacidad del molde de ADN de transcribirse. Por tanto, una
region promotora se asociaria de forma funcional con un acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor
puede efectuar la transcripcion de ese acido nucleico. El promotor puede ser un promotor especifico de célula que
dirige la transcripcion sustancial del ADN solo en células predeterminadas. Otros elementos de control de la
transcripcion, ademas de un promotor, por ejemplo potenciadores, operadores, represores y sefiales de
terminacion de la transcripcion, se pueden asociar de forma funcional con el polinucledtido para dirigir la
transcripcion especifica de célula.

En el presente documento se divulgan promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcion. Los
expertos en la técnica conocen una variedad de regiones de control de la transcripcion. Estas incluyen, sin
limitacion, regiones de control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales como, pero sin
limitarse a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor temprano
inmediato, conjuntamente con intrén-A), virus de simio 40 (por ejemplo, el promotor temprano) y retrovirus (tales
como, por ejemplo, el virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la transcripcion incluyen las
derivadas de genes de vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico, hormona del crecimiento bovina
y a-globina de conejo, asi como otras secuencias que pueden controlar la expresion génica en células eucariotas.
Regiones de control de la transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos
de tejido, asi como promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por tetraciclinas). De forma similar,
los expertos en la técnica conocen una variedad de elementos de control de la traduccién. Estos incluyen, pero no
se limitan a, sitios de unién a ribosoma, codones de iniciacién y terminacion de la traduccién y elementos derivados
de sistemas viricos (en particular un sitio de entrada a ribosoma interno o IRES, también denominado secuencia
CITE). El casete de expresion también puede incluir otros rasgos caracteristicos tales como un origen de
replicacion y/o elementos de integracion cromosomica tales como repeticiones terminales largas (LTR) retroviricas
o repeticiones terminales invertidas (ITR) viricas adenoasociadas (AAV).

Se pueden asociar regiones codificantes de polinucleétidos y acidos nucleicos de la presente invencion con
regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefial, que dirigen la secrecion de un
polipéptido codificado por un polinucleétido de la presente invencion. Por ejemplo, si se desea la secrecion del
anticuerpo o de fragmentos polipeptidicos del mismo, el ADN que codifica una secuencia sefial se puede colocar
en direccién 5' del acido nucleico y de un anticuerpo de la invencién o fragmentos polipeptidicos del mismo. De
acuerdo con la hipotesis de sefal, las proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido sefial o
secuencia lider secretora que se escinde de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la
cadena de proteina en crecimiento a través del reticulo endoplasmico rugoso. Los expertos en la técnica saben
que los polipéptidos segregados por células de vertebrados en general tienen un péptido sefial fusionado al
extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para producir una forma segregada o “madura”
del polipéptido. En determinados modos de realizacién se usa el péptido sefial natural, por ejemplo, un péptido
sefial de la cadena pesada o de la cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado funcional de esa secuencia
que conserva la capacidad de dirigir la secrecién del polipéptido que esta asociado de forma funcional a él. De
forma alternativa, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterégeno o un derivado funcional del mismo. Por
ejemplo, la secuencia lider natural se puede sustituir por la secuencia lider del activador de plasminégeno tisular
(TPA) humano o B-glucuronidasa de raton.

El ADN que codifica una secuencia de proteinas corta que se podria usar para facilitar la purificacion posterior (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar en el marcado de la proteina de fusién se puede incluir dentro de o en
los extremos del polinucleétido que codifica un anticuerpo de la invencion o fragmentos polipeptidicos del mismo.

En otro aspecto de la invencion se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucleoétidos de
la invencion. En determinados modos de realizacion se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas
vectores de la invencion. Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos,
individualmente o en combinacion, descritos en el presente documento en relacion con polinucleétidos y vectores,
respectivamente. En un aspecto, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado o transfectado
con) un vector que comprende un polinucleétido que codifica (parte de) un anticuerpo de la invencion. Como se
usa en el presente documento, el término “célula huésped” se refiere a cualquier clase de sistema celular que se
pueda genomanipular para generar las proteinas de fusion de la invencion o fragmentos de las mismas. Las células
huésped adecuadas para replicar y para soportar la expresion de moléculas de unién a antigeno son bien
conocidas en la técnica. Dichas células se pueden transfectar o transducir segun sea apropiado con el vector de
expresion particular y se pueden cultivar grandes cantidades de células que contienen vectores para sembrar
fermentadores a gran escala para obtener cantidades suficientes de la molécula de unidén a antigeno para
aplicaciones clinicas. Las células huésped adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E. coli, o
diversas células eucariotas, tales como células de ovario de hamster chino (CHO), células de insecto o similares.
Por ejemplo, se pueden producir polipéptidos en bacterias, en particular cuando no se necesita glucosilacién.
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Después de la expresién, se puede aislar el polipéptido a partir de la pasta de células bacterianas en una fraccion
soluble y se puede purificar adicionalmente. Ademas de procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos
filamentosos o levaduras son huéspedes de clonacion o expresion adecuados para vectores que codifican
polipéptidos, incluyendo cepas de hongos y levaduras con vias de glucosilacién que se han “humanizado”, dando
como resultado la produccion de un polipéptido con un patrén de glucosilaciéon parcial o completamente humano.
Véase Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215 (2006).

Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos (glucosilados) también se derivan de organismos
multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y
de insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar conjuntamente con células
de insecto, en particular para la transfeccién de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar
cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.° 5.959.177,
6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir
anticuerpos en plantas transgénicas). También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por
ejemplo, pueden ser Utiles lineas celulares de mamifero que estan adaptadas para el cultivo en suspensién. Otros
ejemplos de lineas de células huésped de mamifero utiles son linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40
(COS-7); linea de rifion embrionario humano (células 293 o 293T como se describe, por ejemplo, en Graham et
al., J Gen Virol 36, 59 (1977)), células de rifidn de cria de hamster (BHK), células de Sertoli de raton (células TM4
como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifidn de mono (CV1),
células de rifién de mono verde africano (VERO-76), células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA),
células de rifion canino (MDCK), células de higado de rata bufalo (BRL 3A), células de pulmén humano (W138),
células de higado humano (Hep G2), células de tumor mamario de raton (MMT 060562), células TRI (como se
describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC-5 y células FS4.
Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo
células CHO-dhfr (Urlaub et al., Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma, tales
como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una revision de determinadas lineas de células huésped de mamifero
adecuadas para la produccién de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol.
248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003). Las células huésped incluyen células
cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero, células de levadura, células de insecto, células bacterianas
y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células comprendidas dentro de un animal
transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado. En un modo de realizacion, la célula huésped
es una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de hamster chino
(CHO), una célula de rifion embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20).
Son conocidas en la técnica las tecnologias estandar para expresar genes exdgenos en estos sistemas. Se pueden
genomanipular células que expresan un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de una
inmunoglobulina para que también expresen la otra de las cadenas de inmunoglobulina de modo que el producto
expresado sea una inmunoglobulina que tiene tanto una cadena pesada como una ligera.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo de la invencién o fragmentos
polipeptidicos del mismo, en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que comprende
polinucleétidos que codifican el anticuerpo de la invenciéon o fragmentos polipeptidicos del mismo, como se
proporciona en el presente documento, en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo de la invencion
o fragmentos polipeptidicos del mismo, y recuperar el anticuerpo de la invencion o fragmentos polipeptidicos del
mismo de la célula huésped (o medio de cultivo de la célula huésped).

En determinados modos de realizacion, los restos que se pueden unir especificamente a un antigeno de la célula
diana (por ejemplo, fragmentos Fab) que forman parte de la molécula de union a antigeno comprenden al menos
una region variable de inmunoglobulina que se puede unir a un antigeno. Las regiones variables pueden formar
parte de y derivar de anticuerpos naturales o no naturales y fragmentos de los mismos. Los procedimientos para
producir anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Harlow y Lane, “Antibodies, a laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Los anticuerpos no
naturales se pueden construir usando sintesis de péptidos en fase sdlida, se pueden producir de forma
recombinante (por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.186.567) o se pueden obtener, por
ejemplo, cribando colecciones combinatorias que comprendan cadenas pesadas variables y cadenas ligeras
variables (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.969.108 concedida a McCafferty).

Se puede usar cualquier especie animal de inmunoglobulina en la invencion. Las inmunoglobulinas no limitantes
utiles en la presente invencion pueden ser de origen murino, de primate o humano. Si se pretende que la proteina
de fusion sea para uso en humanos, se puede usar una forma quimeérica de inmunoglobulina en la que las regiones
constantes de la inmunoglobulina son de un humano. También se puede preparar una forma humanizada o
completamente humana de la inmunoglobulina de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.565.332 concedida a Winter). La humanizacion se puede lograr mediante
diversos procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a, (a) injertar las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo
donante) en regiones estructurales y constantes humanas (por ejemplo, anticuerpo receptor) con o sin
conservacién de residuos estructurales criticos (por ejemplo, los que son importantes para conservar buenas
funciones de afinidad de unién a antigeno o de anticuerpos), (b) injertar solo las regiones determinantes de la
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especificidad (SDR o a-CDR,; los residuos criticos para la interaccién anticuerpo-antigeno) no humanas en regiones
estructurales y constantes humanas, o (c) trasplantar los dominios variables no humanos completos, pero
“‘enmascararlos” con una seccion similar a humana mediante el reemplazo de residuos superficiales. Los
anticuerpos humanizados y procedimientos para prepararlos se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front
Biosci 13, 1619-1633 (2008), y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332, 323-329
(1988); Queen et al., Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989); las patentes de EE. UU. n.° 5.821.337,
7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Morrison et al., Proc Natl Acad Sci
81, 6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 1534-1536
(1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri ef al., Methods 36, 25-34 (2005) (que describen un
injerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991) (que describe el “rebarnizado”); Dall’Acqua et
al., Methods 36, 43-60 (2005) (que describe el “reordenamiento de FR”); y Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2005)
y Klimka et al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describe el enfoque de “seleccion guiada” para el
reordenamiento de FR). Las inmunoglobulinas particulares de acuerdo con la invencién son inmunoglobulinas
humanas. Se pueden producir anticuerpos humanos y regiones variables humanas usando diversas técnicas
conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen en general en van Dijk y van de Winkel, Curr Opin
Pharmacol 5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008). Las regiones variables humanas
pueden formar parte de y derivarse de anticuerpos monoclonales humanos preparados por el procedimiento de
hibridoma (véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos humanos y regiones variables
humanas administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se ha modificado para que produzca
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en respuesta a una
exposicion antigénica (véase, por ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005)). También se pueden
generar anticuerpos humanos y regiones variables humanas aislando secuencias de regiones variables de clones
de Fv seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de humano (véase, por ejemplo,
Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
2001); y McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Tipicamente, los
fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos
Fab.

En determinados aspectos, se genomanipulan los anticuerpos para que tengan una afinidad de unién potenciada
de acuerdo, por ejemplo, con los procedimientos divulgados en la publicacion PCT WO 2012/020006 (véanse los
ejemplos relacionados con la maduracion de la afinidad) o la publicacion de solicitud de patente de
EE. UU. n.° 2004/0132066. Se puede medir la capacidad de las moléculas de unién a antigeno de la invencion
para unirse a un determinante antigénico especifico a través de un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA)
o bien a través de otras técnicas conocidas por un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de
plasmon superficial (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de union tradicionales (Heeley, Endocr
Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden usar ensayos de competencia para identificar una molécula de unién a
antigeno que compite con un anticuerpo de referencia por su unién a un antigeno particular. En determinados
modos de realizacion, dicha molécula de unidn a antigeno competidora se une al mismo epitopo (por ejemplo, un
epitopo lineal o uno conformacional) al que se une la molécula de unién a antigeno de referencia. Se proporcionan
procedimientos ejemplares detallados para mapear un epitopo al que se une una molécula de unién a antigeno en
Morris (1996) “Epitope Mapping Protocols”, en Methods en Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
En un ensayo de competencia ejemplar, se incuba antigeno inmovilizado en una solucién que comprende una
primera molécula de unién a antigeno marcada que se une al antigeno y una segunda molécula de unién a antigeno
no marcada que se somete a prueba para determinar su capacidad de competir con la primera molécula de unién
a antigeno por su unién al antigeno. La segunda molécula de unién a antigeno puede estar presente en un
sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba antigeno inmovilizado en una solucién que comprende la
primera molécula de unién a antigeno marcada, pero no la segunda molécula de unién a antigeno no marcada.
Después de la incubacién en condiciones permisivas para la union del primer anticuerpo al antigeno, se retira el
exceso de anticuerpo no unido, y se mide la cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si la
cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado se reduce sustancialmente en la muestra de prueba
con respecto a la muestra de control, entonces eso indica que la segunda molécula de unién a antigeno esta
compitiendo con la primera molécula de unién a antigeno por su unién al antigeno. Véase Harlow y Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Los anticuerpos de la invencién preparados como se describe en el presente documento se pueden purificar
mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como cromatografia de liquidos de alto rendimiento, cromatografia
de intercambio iénico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion por tamafo y
similares. Las condiciones reales usadas para purificar una proteina particular dependeran, en parte, de factores
tales como carga neta, hidrofobia, hidrofilia, etc., y seran evidentes para los expertos en la técnica. Para la
purificacién por cromatografia de afinidad se puede usar un anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al que se une
la molécula de unién a antigeno. Por ejemplo, para la purificaciéon por cromatografia de afinidad de las proteinas
de fusion de la invencién, se puede usar una matriz con proteina A o proteina G. Se pueden usar la cromatografia
de afinidad con proteina A o G y la cromatografia de exclusién por tamafio secuenciales para aislar una molécula
de unidén a antigeno esencialmente como se describe en los ejemplos. Se puede determinar la pureza de la
molécula de union a antigeno o fragmentos de la misma mediante cualquiera de una variedad de procedimientos
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analiticos bien conocidos, que incluyen electroforesis en gel, cromatografia de liquidos de alta presion y similares.
Por ejemplo, se demostré que las moléculas de unién a antigeno que contienen 4-1BBL, expresadas como se
describe en los ejemplos, estaban intactas y apropiadamente ensambladas como se demuestra mediante SDS-
PAGE reductora y no reductora.

Ensayos

Las moléculas de union a antigeno proporcionadas en el presente documento se pueden identificar, cribar o
caracterizar por sus propiedades fisicas/quimicas y/o sus actividades biolégicas mediante diversos ensayos
conocidos en la técnica.

1. Ensayos de afinidad

La afinidad de la molécula de union a antigeno biespecifica proporcionada en el presente documento por el
correspondiente receptor se puede determinar de acuerdo con los procedimientos expuestos en los ejemplos
mediante resonancia de plasmoén superficial (SPR), usando instrumentacion estandar tal como un instrumento
BlAcore (GE Healthcare) y receptores o proteinas diana tales como los que se pueden obtener por expresion
recombinante. La afinidad de la molécula de unién a antigeno biespecifica por el antigeno de célula diana se puede
determinar mediante resonancia de plasmoén superficial (SPR), usando instrumentacion estandar tal como un
instrumento BlAcore (GE Healthcare) y receptores o proteinas diana tales como los que se pueden obtener por
expresion recombinante. Para las moléculas de union a antigeno CD19-4-1BBL, los procedimientos se han descrito
con mas detalle en la publicacion de solicitud de patente internacional n.° WO 2016/075278 A1. De acuerdo con
un aspecto, se mide Kp por resonancia de plasmoén superficial usando un equipo BIACORE® T100 (GE Healthcare)
a 25 °C.

2. Ensayos de unién y otros ensayos

En un aspecto, las moléculas de union a antigeno CD19-4-1BBL como se informa en el presente documento se
someten a prueba para determinar su actividad de unién a antigeno como se describe con mas detalle en el ejemplo
3a.

3. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar la actividad biolégica de moléculas de unién a antigeno
CD19-4-1BBL. La actividad biolégica puede incluir, por ejemplo, inhibicién de la proliferaciéon de linfocitos B o
destruccion de linfocitos B. También se proporcionan anticuerpos que tienen dicha actividad biolégica in vivo y/o
in vitro.

En determinados modos de realizacion, se somete a prueba un anticuerpo como se describe en el presente
documento para determinar dicha actividad bioldgica.

Composiciones farmacéuticas, formulaciones y vias de administracion

En otro aspecto, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos anti-
CD20/anti-CD3 y agonistas de 4-1BB proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para su uso en
cualquiera de los procedimientos terapéuticos a continuacién. En un modo de realizacién, una composicion
farmacéutica comprende un anticuerpo proporcionado en el presente documento y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. En otro modo de realizacién, una composicién farmacéutica comprende un
anticuerpo proporcionado en el presente documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como
se describe a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
uno o mas anticuerpos biespecificos disueltos o dispersados en un excipiente farmacéuticamente aceptable. Las
frases “farmacéutica o farmacoldgicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composiciones que
en general no son toéxicas para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, es decir, no
producen reacciones adversas, alérgicas u otros efectos indeseables cuando se administran a un animal, tal como,
por ejemplo, un humano, segun corresponda. La preparacién de una composicién farmacéutica que contiene al
menos un anticuerpo y opcionalmente un ingrediente activo adicional sera conocida por los expertos en la técnica
a la vista de la presente divulgacion, como se ejemplifica en Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack
Printing Company, 1990, incorporado en el presente documento como referencia. En particular, las composiciones
son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Como se usa en el presente documento, “excipiente
farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los disolventes, tampones, medios de dispersion,
recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos, agentes
antifingicos), agentes isotdnicos, sales, estabilizadores y combinaciones de los mismos, como seria conocido para
un experto en la técnica.
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Las composiciones parenterales incluyen aquellas disefiadas para administracion por inyeccion, por ejemplo,
inyeccion subcuténea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o
intraperitoneal. Para inyeccion, las moléculas de union a antigeno de la invencién se pueden formular en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucién de Hanks, solucién de
Ringer o tampén de solucién salina fisioldgica. La solucion puede contener agentes de formulacion tales como
agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. De forma alternativa, las proteinas de fusion pueden estar
en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos,
antes de su uso. Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando las proteinas de fusion de la invencién
en la cantidad requerida en el disolvente apropiado con varios de los demds ingredientes enumerados a
continuacion, segun se requiera. La esterilidad se puede lograr facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de
membranas de filtracion estériles. En general, se preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los otros ingredientes.
En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles,
los procedimientos de preparacion preferentes son técnicas de secado al vacio o liofilizacion que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de un medio liquido previamente filtrado
estéril del mismo. Se debe tamponar adecuadamente el medio liquido si es necesario y hacer isotonico el diluyente
liquido en primer lugar antes de la inyeccion con solucién salina o glucosada suficiente. La composicion debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y se debe preservar de la acciéon contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que se debe mantener al minimo la contaminacién
por endotoxinas hasta un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5ng/mg de proteina. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y
otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas,
tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos
metalicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como polietilenglicol (PEG). Las
suspensiones inyectables acuosas pueden contener compuestos que incrementan la viscosidad de la suspension,
tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, dextrano o similares. Opcionalmente, la suspension también
puede contener estabilizantes o agentes adecuados que incrementan la solubilidad de los compuestos para
permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas. Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones
de los compuestos activos como suspensiones inyectables oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos
lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos,
tales como oleatos de etilo o triglicéridos, o liposomas.

Se pueden atrapar ingredientes activos en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion
o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences (18.2 ed. Mack Printing Company, 1990).
Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdlidos que contienen el
polipéptido, matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. En
determinados modos de realizacion, se puede conseguir una absorcién prolongada de una composicion inyectable
mediante el uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorcién, tales como, por ejemplo,
monoestearato de aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables ejemplares en el presente documento incluyen ademas agentes de
dispersién intersticial del farmaco tales como glucoproteinas hialuronidasas activas a pH neutro solubles
(sHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas hialuronidasas PH-20 solubles humanas, tales como rHuPH20
(HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Determinadas sHASEGP ejemplares y procedimientos de uso, incluyendo
rHuUPH20, se describen en las publicaciones de patente de EE. UU. n.° 2005/0260186 y 2006/0104968. En un
aspecto, una sHASEGP se combina con una o mas glucosaminoglucanasas adicionales tales como condroitinasas.

Se describen formulaciones de anticuerpos liofilizadas ejemplares en la patente de EE. UU. n.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpos acuosas incluyen las descritas en la patente de EE. UU. n.° 6.171.586 y en el
documento WO 2006/044908, incluyendo estas ultimas formulaciones un tampén acetato-histidina.

Ademas de las composiciones descritas previamente, los anticuerpos biespecificos también se pueden formular
como una preparacion de liberacién lenta. Dichas formulaciones de accion prolongada se pueden administrar por
implantacion (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Por tanto, por
ejemplo, las proteinas de fusion se pueden formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por
ejemplo, como emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados escasamente

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2847973 T3

solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unién a antigeno de la invencion se pueden
fabricar por medio de procedimientos de mezclado, disolucion, emulsion, encapsulacion, atrapamiento o
liofilizacion convencionales. Las composiciones farmacéuticas se pueden formular de manera convencional
usando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o coadyuvantes fisioldgicamente aceptables que facilitan el
procesamiento de las proteinas en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. La formulacion
apropiada depende de la via de administracion elegida.

El anticuerpo biespecifico de la invencién se puede formular en una composicion en forma de acido o base libre,
neutra o sal. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que conservan sustancialmente la actividad
biolégica del acido o base libre. Estas incluyen las sales de adicion de acido, por ejemplo, las formadas con los
grupos amino libres de una composicion proteinica, o que se forman con acidos inorganicos tales como, por
ejemplo, los acidos clorhidrico o fosférico, o dichos acidos organicos como acido acético, oxalico, tartarico o
mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de bases inorganicas
tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases organicas tales como
isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en
disolventes acuosos y otros disolventes préticos que las correspondientes formas de base libre.

La composicion en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo segun sea
necesario para la indicacion particular que se esta tratando, preferentemente aquellos con actividades
complementarias que no se vean afectadas de forma adversa entre si. Dichos ingredientes activos estan presentes
de forma adecuada en combinacion en cantidades que son eficaces para el propdsito previsto.

En un aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un segundo medicamento que comprende un
agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente
a CD19 como se describe en este documento. En un aspecto particular, la composicién farmacéutica es para su
uso en el tratamiento de trastornos proliferativos de linfocitos B, en particular una enfermedad seleccionada del
grupo que consiste en linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica
(LLC), linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de células del manto (LCM),
linfoma de zona marginal (LZM), mieloma mudltiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo son en general estériles. La esterilidad se
puede lograr faciimente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Administracion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB

Tanto el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como el agonista de 4-1BB (ambos llamados sustancia en el
presente documento) se pueden administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo la administracion
parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento local, administraciéon intralesional. Sin
embargo, los procedimientos de la presente invencién son en particular utiles en relacién con agentes terapéuticos
que se administran por infusién parenteral, en particular intravenosa.

Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o
subcutanea. La dosificacion puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones, tales como
inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica. En el
presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacidon que incluyen, pero sin limitarse a,
administraciones unicas o multiples durante diversos puntos temporales, administracion en inyeccién intravenosa
rapida e infusion intermitente. En un modo de realizacién, el agente terapéutico se administra por via parenteral,
en particular por via intravenosa. En un modo de realizacion particular, la sustancia se administra mediante infusién
intravenosa. En otro aspecto, la sustancia se administra por via subcutanea.

Tanto el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como el agonista de 4-1BB se formularian, dosificarian y
administrarian de una manera consecuente con las buenas practicas médicas. Los factores que se deben tener en
consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que se trata, el mamifero particular que se trata, la
afeccion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento
de administracién, el programa de administracién y otros factores conocidos por los médicos. Aunque no es
necesario, tanto el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como el agonista de 4-1BB se formulan
opcionalmente con uno o mas agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La
cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de agente terapéutico presente en la formulacion,
del tipo de trastorno o tratamiento y de otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las
mismas dosificaciones y por las mismas vias de administracién que se describen en el presente documento, o
aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier
dosificacion y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente como apropiada.
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Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacidon apropiada del anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB (cuando se usan en combinacién o con uno o mas de otros agentes
terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, el tipo de agente 4-1BB, la gravedad
y evolucion de la enfermedad, si ambos agentes se administran con propésitos preventivos o terapéuticos,
tratamiento previo, anamnesis del paciente y respuesta al agente terapéutico y el criterio del médico especialista.
Cada sustancia se administra de forma adecuada al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.
Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo,
0,1 mg/kg - 10 mg/kg) de la sustancia puede ser una dosificaciéon candidata inicial para su administracion al sujeto,
ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una
dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de
la afeccién, en general, se prolongaria el tratamiento hasta que se produjera una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Una dosificacion ejemplar de cada sustancia estaria en el intervalo de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por tanto, se pueden administrar al sujeto una o mas
dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacién de las mismas).
Dichas dosis se pueden administrar de manera intermitente, por ejemplo, cada semana, cada dos semanas o cada
tres semanas (por ejemplo, de modo que el sujeto reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte o,
por ejemplo, aproximadamente seis dosis del agente terapéutico). Se puede administrar una dosis de carga inicial
mayor, seguida de una o mas dosis menores, o una dosis inicial menor, seguida de una o mas dosis mayores. Una
pauta de dosificacion ejemplar comprende administrar una dosis inicial de aproximadamente 10 mg, seguida de
una dosis bisemanal de aproximadamente 20 mg de agente terapéutico. Sin embargo, pueden ser utiles otras
pautas posolégicas. La progresion de este tratamiento se supervisa facilmente por técnicas y ensayos
convencionales.

En un aspecto, la administracién tanto del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como del agonista de 4-1BB
es una unica administracién. En determinados aspectos, la administracién del agente terapéutico consta de dos o
mas administraciones. En uno de dichos aspectos, las sustancias se administran cada semana, cada dos semanas
0 cada tres semanas, en particular cada dos semanas. En un aspecto, la sustancia se administra en una cantidad
terapéuticamente eficaz. En un aspecto, la sustancia se administra a una dosis de aproximadamente 50 pg/kg,
aproximadamente 100 ug/kg, aproximadamente 200 ug/kg, aproximadamente 300 ug/kg, aproximadamente
400 ug/kg, aproximadamente 500 ug/kg, aproximadamente 600 ug/kg, aproximadamente 700 pg/kg,
aproximadamente 800 pg/kg, aproximadamente 900 ug/kg o aproximadamente 1000 ug/kg. En un modo de
realizacion, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se administra a una dosis que es mayor que la dosis del
anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 en un régimen de tratamiento correspondiente sin la administracion
del agonista de 4-1BB. En un aspecto, la administracion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende
una administracion inicial de una primera dosis del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, y una o mas
administraciones posteriores de una segunda dosis del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, en el que la
segunda dosis es mayor que la primera dosis. En un aspecto, la administracion del anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3 comprende una administracion inicial de una primera dosis del anticuerpo biespecifico anti-
CD20/anti-CD3, y una o mas administraciones posteriores de una segunda dosis del anticuerpo biespecifico
CD20/anti-CD3, en el que la primera dosis no es menor que la segunda dosis.

En un aspecto, la administracién del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 en el régimen de tratamiento de
acuerdo con la invencidn es la primera administracion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 al sujeto (al
menos dentro de la misma pauta de tratamiento). En un aspecto, no se realiza ninguna administracion del agonista
de 4-1BB al sujeto antes de la administracion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3. En otro aspecto, el
agonista de 4-1BB se administra antes de la administracion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3.

En otro aspecto, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa para su combinacién con un agonista de 4-
1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unidn a antigeno que se puede unir especificamente a
CD19, en el que se realiza un pretratamiento con un anticuerpo anti-CD20 de tipo I, preferentemente
obinutuzumab, antes de la politerapia, en el que el periodo de tiempo entre el pretratamiento y la politerapia es
suficiente para la reduccion de los linfocitos B en el individuo en respuesta al anticuerpo anti-CD20 de tipo I,
preferentemente obinutuzumab.

La activacion de los linfocitos T puede dar lugar a un sindrome de liberacion de citocinas (SLC) grave. En un
estudio de fase 1 realizado por TeGenero (Suntharalingam et al., N Engl J Med (2006) 355,1018-1028), los 6
voluntarios sanos experimentaron un sindrome de liberacion de citocinas (SLC) grave casi mortal, inmediatamente
después de la infusion de un anticuerpo monoclonal anti-CD28 superagonista estimulador de linfocitos T en dosis
inapropiadas. La liberacidon de citocinas asociada con la administracién de un agente terapéutico activador de
linfocitos T, tal como el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, a un sujeto se puede reducir significativamente
mediante el pretratamiento de dicho sujeto con un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il, tal como obinutuzumab. El uso
del pretratamiento con GAZYVA® (Gpt) deberia ayudar en la rapida disminucion de los linfocitos B, tanto en la
sangre periférica como en los érganos linfoides secundarios, de modo que el riesgo de acontecimientos adversos
(AA) altamente relevantes debido a una fuerte activacion sistémica de los linfocitos T por agentes terapéuticos
activadores de linfocitos T (por ejemplo, SLC) se reduce, mientras se mantienen los niveles de exposicion de
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agentes terapéuticos activadores de linfocitos T cuyas dosis son lo suficientemente altas desde el inicio de la
dosificacion como para mediar en la eliminacion de células tumorales. Hasta la fecha, el perfil de seguridad del
obinutuzumab (incluyendo la liberacion de citocinas) se ha evaluado y manejado en cientos de pacientes en
ensayos clinicos de obinutuzumab en desarrollo. Finalmente, ademas de respaldar el perfil de seguridad de los
agentes terapéuticos activadores de linfocitos T tal como el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3, Gpt
también deberia ayudar a prevenir la formacion de anticuerpos antifarmaco (ADA) para estas moléculas Unicas.

En la presente invencion, la combinacion del anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB
se puede usar en combinacién con uno o mas agentes adicionales en un tratamiento. Por ejemplo, se puede
coadministrar al menos un agente terapéutico adicional. En determinados aspectos, un agente terapéutico
adicional es un agente inmunoterapico.

En un aspecto de la invencion, el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 es para su uso en un procedimiento
para tratar o retrasar la progresion del cancer, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en
combinacién con un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19, y adicionalmente se combinan con un agente que bloquea la interaccién PD-
L1/PD-1. Un agente que bloquea la interaccién PD-L1/PD-1 es un antagonista de unién a PD-L1 o un antagonista
de union a PD-1. En particular, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1 o un
anticuerpo anti-PD-1.

En un aspecto, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1. El término “PD-L1",
también conocido como CD274 o B7-H1, se refiere a cualquier PD-L1 natural de cualquier fuente de vertebrado,
incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos), primates no humanos (por ejemplo, macacos
cangrejeros) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), en particular a “PD-L1 humano”. La secuencia de
aminoacidos de PD-L1 humano completo se muestra en UniProt (www.uniprot.org), n.° de acceso Q9NZQ7 (SEQ
ID NO: 106). El término “antagonista de union a PD-L1" se refiere a una molécula que disminuye, bloquea, inhibe,
anula o interfiere en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de PD-L1 con uno o mas de sus
comparnieros de union, tales como PD-1, B7-1. En algunos modos de realizacion, un antagonista de la unién a PD-
L1 es una molécula que inhibe la unién de PD-L1 a sus compafieros de uniéon. En un aspecto especifico, el
antagonista de unién a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a PD-1 y/o B7-1. En algunos modos de realizacion, los
antagonistas de la unién a PD-L1 incluyen anticuerpos anti-PD-L1, fragmentos de unién a antigeno de los mismos,
inmunoadhesinas, proteinas de fusidn, oligopéptidos y otras moléculas que disminuyen, bloquean, inhiben, anulan
o interfieren en la transduccién de sefales resultante de la interaccién de PD-L1 con uno o mas de sus comparieros
de union, tales como PD-1, B7-1. En un modo de realizacion, un antagonista de la unién a PD-L1 reduce la sefal
coestimuladora negativa mediada por o a través de proteinas de la superficie celular expresadas en la sefializacion
mediada por linfocitos T a través de PD-L 1 para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional (por
ejemplo, potenciando las respuestas efectoras con respecto al reconocimiento antigénico). En particular, un
antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo anti-PD-L1. El término “anticuerpo anti-PD-L1” o “anticuerpo de
union a PD-L1 humano” o “anticuerpo que se une especificamente a PD-L1 humano” o “anti-PD-L1 antagonista”
se refiere a un anticuerpo que se une especificamente al antigeno de PD-L1 humano con una afinidad de unién
con un valor de KD de 1,0 x 108 mol/l o menor, en un aspecto con un valor de KD de 1,0 x 10" mol/l o menor. La
afinidad de unién se determina con un ensayo de union estandar, tal como la técnica de resonancia de plasmén
superficial (BIAcore®, GE-Healthcare Uppsala, Suecia).

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-PD-L1 se selecciona del grupo que consiste en atezolizumab
(MPDL3280A, RG7446), durvalumab (MEDI4736), avelumab (MSB0010718C) y MDX-1105. En un aspecto
especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es YW243.55.S70, descrito en el presente documento. En otro aspecto
especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es MDX-1105, descrito en el presente documento. Todavia en otro aspecto
especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es MEDI4736 (durvalumab). Aln en otro aspecto, un anticuerpo anti-PD-L1
es MSB0010718C (avelumab). Mas en particular, el agente que bloquea la interaccién PD-L1/PD-1 es
atezolizumab (MPDL3280A). En otro aspecto, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo
anti-PD-L1 que comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PDL-1) de SEQ ID NO: 108 y un dominio
variable de la cadena ligera VL(PDL-1) de SEQ ID NO: 109. En otro aspecto, el agente que bloquea la interaccion
PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1 que comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PDL-1) de
SEQ ID NO: 110 y un dominio variable de la cadena ligera VL(PDL-1) de SEQ ID NO: 111.

El término “PD-1”, también conocido como CD279, PD1 o proteina 1 de muerte celular programada, se refiere a
cualquier PD-L1 natural de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por
ejemplo, humanos), primates no humanos (por ejemplo, macacos cangrejeros) y roedores (por ejemplo, ratones y
ratas), en particular a la proteina humana PD-1 con la secuencia de aminoacidos que se muestra en UniProt
(www.uniprot.org), n.° de acceso Q15116 (SEQ ID NO: 107). El término “antagonista de unién a PD-1" se refiere
a una molécula que inhibe la unién de PD-1 a sus compafieros de unién a ligando. En algunos modos de
realizacion, el antagonista de unién a PD-1 inhibe la unién de PD-1 a PD-L1. En algunos modos de realizacion, el
antagonista de unién a PD-1 inhibe la unién de PD-1 a PD-L2. En algunos modos de realizacion, el antagonista de
unién a PD-1 inhibe la unién de PD-1 tanto a PD-L1 como a PD-L2. En particular, un antagonista de unién a PD-
L1 es un anticuerpo anti-PD-L1. El término “anticuerpo anti-PD-1" o “anticuerpo de uniéon a PD-1 humano” o
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“anticuerpo que se une especificamente a PD-1 humano” o “anti-PD-1 antagonista” se refiere a un anticuerpo que
se une especificamente al antigeno de PD-L1 humano con una afinidad de uniéon con un valor de KD de 1,0 x 10
8 mol/l o menor, en un aspecto con un valor de KD de 1,0 x 10" mol/l o menor. La afinidad de unién se determina
con un ensayo de unién estandar, tal como la técnica de resonancia de plasmén superficial (BlAcore®, GE-
Healthcare Uppsala, Suecia).

En un aspecto, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1. En un aspecto
especifico, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que consiste en MDX 1106 (nivolumab), MK-3475
(pembrolizumab), CT-011 (pidilizumab), MEDI-0680 (AMP-514), PDR001, REGN2810 y BGB-108, en particular de
pembrolizumab y nivolumab. En otro aspecto, el agente que bloquea la interaccion PD-L1/PD-1 es un anticuerpo
anti-PD-1 que comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PD-1) de SEQ ID NO: 112 y un dominio
variable de la cadena ligera VL(PD-1) de SEQ ID NO: 113. En otro aspecto, el agente que bloquea la interaccion
PD-L1/PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 que comprende un dominio variable de la cadena pesada VH(PD-1) de
SEQ ID NO: 114 y un dominio variable de la cadena ligera VL(PD-1) de SEQ ID NO: 115.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracién combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma formulacion o en formulaciones separadas) y la administraciéon separada, en
cuyo caso la administracion del agente terapéutico se puede producir antes de, simultaneamente a y/o después
de la administraciéon del agente o agentes terapéuticos adicionales. En un modo de realizacion, la administracion
del agente terapéutico y la administracion de un agente terapéutico adicional se producen en un intervalo de
aproximadamente un mes, o de aproximadamente una, dos o tres semanas, o de aproximadamente uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis dias, entre si.

Procedimientos y composiciones terapéuticos

CD20 y CD19 se expresan en la mayoria de los linfocitos B (marcador universal de linfocitos B) con la excepcion
de las células madre y las células plasmaticas, y con frecuencia se expresan en la mayoria de las neoplasias
malignas humanas de linfocitos B (antigeno asociado a tumores), tales como el linfoma y las leucemias, excepto
el mieloma muiltiple, por ejemplo, en el linfoma no Hodgkin y en la leucemia linfocitica aguda.

Los anticuerpos biespecificos que reconocen dos proteinas de la superficie celular en diferentes poblaciones
celulares ofrecen la posibilidad de redirigir a las células inmunitarias citotoxicas para la destruccion de las células
diana patégenas.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresién del cancer en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB
que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19.

En uno de dichos aspectos, el procedimiento comprende ademas administrar al sujeto una cantidad eficaz de al
menos un agente terapéutico adicional. En otros modos de realizacion, se proporciona en el presente documento
un procedimiento para reducir los linfocitos B que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a CD19. Un “individuo” o un “sujeto” de acuerdo con cualquiera de los aspectos
anteriores, es preferentemente un humano.

En otros aspectos, se proporciona una composicién para su uso en inmunoterapia contra el cancer que comprende
un anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19. En determinados modos de realizacion, se proporciona una
composicion que comprende un anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos
un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 para su uso en un procedimiento de
inmunoterapia contra el cancer.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento el uso de una composicion que comprende un
anticuerpo anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a CD19 en la fabricacion o preparacion de un medicamento. En un modo de
realizacion, el medicamento es para el tratamiento de un trastorno proliferativo de linfocitos B. En otro modo de
realizacion, el medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de un trastorno proliferativo de
linfocitos B que comprende administrar a un individuo que tiene un trastorno proliferativo de linfocitos B una
cantidad eficaz del medicamento. En uno de dichos modos de realizacion, el procedimiento comprende
adicionalmente la administracién al individuo de una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional.
En otro modo de realizacion, el medicamento es para reducir los linfocitos B. Los trastornos proliferativos de
linfocitos B se seleccionan del grupo que consiste en linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA),
leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de
células del manto (LCM), linfoma de zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH). En
un aspecto particular, el cancer de linfocitos B es linfoma no Hodgkin o leucemia linfocitica aguda.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un procedimiento para tratar un cancer de linfocitos B.
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En un modo de realizacion, el procedimiento comprende administrar a un individuo que tiene dicho cancer de
linfocitos B una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD19 humano. En un modo de realizacion de este tipo, el
procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico
adicional, como se describe a continuacion. Un “individuo” de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion
anteriores puede ser un humano. El cancer de linfocitos B es, en un modo de realizacién, un linfoma de linfocitos
B o una leucemia de linfocitos B. En un modo de realizacion, el cancer de linfocitos B es linfoma no Hodgkin o
leucemia linfocitica aguda.

Las politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma formulaciéon o en formulaciones separadas) y la administracion separada, en
cuyo caso la administracion del anticuerpo como se informa en el presente documento se puede producir antes
de, simultaneamente a y/o después de la administracion del agente o agentes terapéuticos adicionales. En un
modo de realizacién, la administracion del anticuerpo anti-CD19 humano y la administracion de un agente
terapéutico adicional se producen en un intervalo de aproximadamente un mes, o de aproximadamente una, dos
o tres semanas, o de aproximadamente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias, entre si.

Tanto el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como el agonista de 4-1BB como se informa en el presente
documento (y cualquier agente terapéutico adicional) se pueden administrar por cualquier medio adecuado,
incluyendo la administracion parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento local,
administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por
inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es
breve o cronica. En el presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacion que incluyen, pero sin
limitarse a, administraciones unicas o multiples durante diversos puntos temporales, administracién en inyeccién
intravenosa rapida e infusion intermitente.

Tanto el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 como el agonista de 4-1BB como se informa en el presente
documento se formularian, dosificarian y administrarian de una manera consecuente con las buenas practicas
médicas. Los factores que se deben tener en consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que
se trata, el mamifero particular que se trata, la afeccion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el
sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, el programa de administracion y otros
factores conocidos por los médicos. Aunque no es necesario, los anticuerpos se formulan opcionalmente con uno
0 mas agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos
otros agentes depende de la cantidad de anticuerpos presentes en la formulacién, del tipo de trastorno o
tratamiento y de otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las mismas dosificaciones
y por las mismas vias de administracion que se describen en el presente documento, o aproximadamente de un 1
a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacion y por cualquier via
que se determine empirica/clinicamente como apropiada.

Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de unién a antigeno de la invencién se pueden administrar en combinacién con uno o mas de
agentes en tratamiento. Por ejemplo, se puede coadministrar una proteina de fusién de la invencion con al menos
un agente terapéutico adicional. El término “agente terapéutico” engloba cualquier agente que se puede administrar
para tratar un sintoma o enfermedad en un individuo que necesita dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico
adicional puede comprender cualquier ingrediente activo adecuado para la indicacion particular que se esta
tratando, preferentemente los que tienen actividades complementarias que no se ven afectadas de manera adversa
entre si. En determinados modos de realizacién, un agente terapéutico adicional es otro agente antineoplasico.

Dichos otros agentes estan presentes de forma adecuada en combinacion en cantidades que son eficaces para el
proposito previsto. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de proteina de fusién usada,
el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores analizados anteriormente. Las moléculas de unién a antigeno se
usan, en general, en las mismas dosificaciones y por las mismas vias de administracion que se describen en el
presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente
documento, o en cualquier dosificaciones y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente como
apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma composiciéon o en composiciones separadas) y la administracion separada, en
cuyo caso la administracion de las moléculas de unién a antigeno de la invencion se puede producir antes de,
simultaneamente a y/o después de la administracion del agente terapéutico adicional y/o adyuvante.

Articulos de fabricacion (kits)

En otro aspecto de la invencion se proporciona un kit que contiene materiales Utiles para el tratamiento, prevencion
y/o diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El kit comprende un recipiente y una ficha técnica o
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prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos,
viales, jeringuillas, bolsas de solucion i.v., etc. Los recipientes pueden estar formados por una variedad de
materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicidon que por si misma o combinada con
otra composicién es eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y que puede tener un orificio de acceso
estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tenga un tapén que
sea perforable por una aguja de inyeccidn hipodérmica). Al menos dos agentes activos en el kit son un anticuerpo
biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente al CD19 de la invencion.

En un aspecto particular, se proporciona un Kit para tratar o retrasar la progresion del cancer en un sujeto, que
comprende un envase que comprende (A) una primera composicion que comprende como ingrediente activo un
anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; (B) una segunda
composicion que comprende como ingrediente activo un agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio
de uniodn a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y (C)
instrucciones para el uso de las composiciones en una politerapia.

La ficha técnica o prospecto del envase indica como se usa la composicién para tratar la afeccion elegida y
proporciona las instrucciones para el uso de las composiciones en una politerapia. Ademas, el kit puede
comprender (a) un primer recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion
comprende un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 de la invencion; y (b) un segundo recipiente con una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicién comprende un agonista de 4-1BB que comprende
al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente al CD19 de la invencion. Ademas, el
kit puede comprender uno o mas recipientes adicionales que comprenden ingredientes activos adicionales que se
pueden usar en combinacion. El articulo de fabricaciéon en este modo de realizaciéon de la invenciéon puede
comprender ademas un prospecto del envase que indique que las composiciones se pueden usar para tratar una
afeccion particular.

De forma alternativa o adicionalmente, el kit puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que
comprenda un tampoén farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI),
solucion salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucion de dextrosa. Puede incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas y jeringuillas.

Tabla D (Secuencias):

SEQ ID NO: |Denominacion Secuencia
1 4-1BBL (71-254) humano| REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
(hu) LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY

YVFFQILELLRRVVAGEGSGSVSLALITL.QPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRILILITT.SAGQRI.G
VHLITEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGI.P
SPRSE

2 4-1BBL hu (85-254) LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

3 4-1BBL hu (80-254) DPAGLLDIL.RQGMFAQI.VAQNVLLIDGPLSWYSDPGI.
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVIFQLELRR
DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR

4 4-1BBL hu (52-254) PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGI.
SYKUEDTKELVVAKAGVYYVITQLELRRVVAGLGSG
SVSILALHLQPLLRSAAGAAALALTVDI.PPASSLARNSA
FGIQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG

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

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGILAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVEFQILELRRVVAGEGSGSVSLALINLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSALNGIQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLERVTPEIPAGL

4-1BBL hu (85-248)

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVITQLELRRVVAG
EGSGSVSLALITLQPTL.RSAAGAAATLALTVDIPPASSEA
RNSAFGFQGRLLIILSAGQRLGVIILIHTEARARITAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

4-1BBL hu (80-248)

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP

ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR

HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

4-1BBL hu (52-248)

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGILLDILR
QGMIAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQILELLRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSLARNSA
FGIQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGL

9 CD19(8B8-018) CDR-H1  |DYIMH

10 CD19(8B8-018) CDR-H2  |YINPYNDGSKYTEKFQG

11 CD19(8B8-018) CDR-H3 |GTYYYGSALFDY

12 CD19(8B8-018) CDR-L1 KSSQSLENPNGNTYLN

13 CD19(8B8-018) CDR-L2  |RVSKRFS

14 CD19(8B8-018) CDR-L3  |LQLTHVPYT

15 CD19(8B8-2B11) CDR-H1 |DYIMH

16 CD19(8B8-2B11) CDR-H2 |YINPYNDGSKYTEKFQG

17 CD19(8B8-2B11) COR-H3 |GTYYYGPQLFDY

18 CD19(8B8-2B11) CDR-L1 |KSSQSLETSTGTTYLN

19 CD19(8B8-2B11) CDR-L2 |RVSKRFS

20 CD19(8B8-2B11) CDR-L3 | LQLLEDPYT

21 CD19(8B8-018) VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSS

22 CD19(8B8-018) VL DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLENPNGNTYL
NWYLQKPGQSPOLLIYRVSKRI'SGYPDRISGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLTHVPYTFGQGTKLEIK

23 CD19(8B8-2B11) VH QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRI.RSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSS

24 CD19(8B8-2B11) VL DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLETSTGTTYL

NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDREFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLLEDPYTFGQGTKLEIK
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25

4-1BBL hu (71-254)
dimérico conectado
mediante conector (G4S):

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLY AQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGOLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVIHQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLIILSAGQRLG
VIILIITEARARITAWQI. TQGATVLGLFRVTPEIPAGL.P
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDILRQGM
IAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
LDTKELVVAKAGVYYVITQLELRRVVAGLEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDIPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

26

4-1BBL hu (85-254)
dimérico conectado
mediante conector (G4S):

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLEFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGS
LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

27

4-1BBL hu (80-254)
dimérico conectado
mediante conector (G4S)2

DPAGLLDLRQGMIAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVITQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP
ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLIFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSG
GGGSDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQ
LELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALT
VDLPPASSEARNSAFGFQGRILILHLSAGQRILGVHLHT
EARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

28

4-1BBL hu (52-254)
dimérico conectado
mediante conector (G4S):

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSPWAYV
SGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMF
AQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKE
DTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

29

4-1BBL  hu  (71-248)
dimérico conectado
mediante conector (G4S)2

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVHQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
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ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VILHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMEIAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGYSLTGGLSYKED TKEL
VVAKAGVYYVFFQILEL.RRVVAGEGSGSVSIALIILQP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSALI'GI'QGRLLH
ILSAGOQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGL

30

4-1BBL hu (85-248)
dimérico conectado
mediante conector (G4S)2

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSLDLRQ
GMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLS
YKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGS
VSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAF
GFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGA
TVLGLERVTPEIPAGL

31

4-1BBL hu (80-248)
dimérico conectado
mediante conector (G4S)2

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP

ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR

HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSD
PAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLA
GVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRV
VAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPA

SSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARH

AWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

32

4-1BBL hu (52-248)
dimérico conectado
mediante conector (G4S):

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLIILSAGQRLGVITLITTEARARITAWQILTQG
ATVLGLIRVIPLIPAGLGGGGSGGGGSPWAVSGARA
SPGSAASPRIREGPELSPDDIPAGIIDI.RQGMFAQILLYV
AQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKL
LVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHI
QPLRSAAGAAALALTVDILPPASSEARNSAFGFQGRL
LHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLF
RVTPEIPAGL

33

cadena de ojal Fc anti-
CD19(8B8-018)

QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALI'DYWGQGTTVIVSSASTKGPSVIFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVITVSWNSGALTSGVIITFPAVIL
QSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTITTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPLEVICVVVDVSHEDPLVKI'NWYVDGVL
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKL
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTILPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFEFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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34

cadena ligera anti-
CD19(8B8-018)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLENPNGNTYL
NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLTHVPYTFGQGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

35

cadena de botén Fc de 4-
1BBL hu (71-254)-CL*
dimérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLYAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVYVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTVAAPS
VFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPC
PAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

36

4-1BBL hu (71-254)-CH1*
monomeérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQIELLRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAINGIQGRLLHLSAGQRLG

VIILITTEARARITAWQLTQGATVILGILFRVTPEIPAGI.P
SPRSLGGGGSGGGGSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVEDYI'PEPVIVSWNSGALTSGVHTTPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
EKVEPKSC

37

cadena de botén Fc de 4-
1BBL hu (71-254)-CL
dimérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAIGIQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLIRVIPLIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLILDLRQGM
FAQLVAQNVILIDGPLSWYSDPGLAGYSILTGGILSYK
EDTKELVVAKAGVYYVFFQIELLRRVVAGEGSGSVSILL
ALHLQPLRSAAGAAALALTYDLPPASSEARNSALGL!
QGRLLITLSAGOQRLGVIHLITTEARARITAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTV AAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPC
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PAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDY
SITEDPEVKENWYVDGVEVIINAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWLESNGQPENNYKTTPPYVLDSDGSEFILYSKL
TVDKSRWQOQGNVFSCSVMIIEALIINITY TQKSLSLSP
GK

38

4-1BBL hu (71-254)-CH1
monomeérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMEAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVEFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSC

39

cadena de ligando dimérico
de ojal Fc anti-CD19(8B8-
018)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMEAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSE

40

ligando monomérico de
boton Fc anti-CD19(8B8-
018)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKIFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVIFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNITIKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVI'LI'PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTI.PPCR
DELTKNQVSLWCLVKGEYPSDIAVEWLSNGQPLENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSY
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MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLROQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGILSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQILEL
RRVVAGEGSGSVSLALIILQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

41

1BBL hu
dimérico

cadena de botén Fc de 4-| REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
(71-248)-CL* | SWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY

YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDRKLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVE
LEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALGAPIEK TISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

42

4-1BBL hu (71-248)-CH1*
monomerico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
ILSWYSDPGLAGVSLTGGIL.SYKEDTKELVVAKAGVY
YVITQLELRRVVAGLGSGSYSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VLEDYI'PLEPVIVSWNSGALTSGVHITTI'PAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSSLGTQIYICNVNHKPSNTKVDLEKVEPKS
C

43

cadena de botén Fc de 4-
1BBL hu (71-248)-CL
dimérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVA
QONVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRY
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD

WLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQV
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YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGEYPSDIAVEWLESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALTINIYTQKSLSLSPGK

44

4-1BBL hu (71-248)-CH1
monomerico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFEAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVIT'QLELRRVVAGLEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSALIGUQGRLLHLSAGQRLG
VIILITTEARARITAWQILTQGATVILGLFRVTPEIPAGI.G
GGGSGGGGSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYIFPEPVIVSWNSGALTSGVHITIPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SC

45

cadena (71-248) de ligando
dimérico de ojal Fc anti-
CD19(8B8-018)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGG
GSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMEFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAG
VYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAG
AAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAG
L

46

ligando (71-248)
monomérico de botén Fc
anti-CD19(8B8-018)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKIFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALEDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVIFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYIFPEPVTVSWNSGALTSGVHTIPAVIL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKY
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELIPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKINWYVDGVLE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCSV
MITEALIINITYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALIILQPLRSAAGAAALALTVDL
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PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

47

cadena de ojal Fc anti-
CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH

WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT

MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLEDYWGQGTTVTYSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV

DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS VFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE

VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVESCSV

MHEALHNHYTQKSI.SLSPGK

48

cadena ligera CD19(8B8-
2B11)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLETSTGTTYT,
NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRESGSGSGTD
FILKISRVEAEDVGVYYCLQLLEDPYTFGQGTKIEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
[.SKADYEKHKVYACEVTHQGI.SSPVTKSFNRGEC

49

cadena (71-254) de ligando
dimérico de ojal Fc anti-
CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP

iLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLERVTP
EIPAGLPSPRSE

50

ligando (71-254)
monomérico de botén Fc
anti-CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLEDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLIFPPKPK
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DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTILPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTITPPYVLDSDGSITLYSKLTYDKSRWQOQGNVISCSY
MITEALTINITY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPL.SWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKLEDTKELVVAKAGVYYVIT'QLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

51

cadena (71-248) de ligando
dimérico de ojal Fc anti-
CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGG
GSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAG
VYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAG
AAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAG
L

52

ligando (71-248)
monomérico de botén Fc
anti-CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS VFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQV YTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
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53

cadena de boton Fc de 4-
1BBL hu (71-254) trimérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMEFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAIGIFQGRLLHLSAGQRLG
VHLOTEARARTTAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAAL ALTVDLPPASSEARNSALGL
QGRLLHLSAGORLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLIRVTPLIPAGLPSPRSLEGGGGSGGGGSREGPLELSP
DDPAGIILDLRQGMFAQLVAQNVILLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGILSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQIEL
RRVVAGLGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRILIIL.SAGQRLGVIILITTEAR
ARINAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGI.PSPRSEGSPG
SSSSGSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVILI'PPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDEL
TKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHANHYTQKSLSLSPGK

54

cadena de botén Fc anti-
CD19(8B8-018) fusionada
con 4-1BBL hu (71-254)
trimérico

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAAGGPSVILI'PPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVKFNWY VDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHQDWLNGKL
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KITPPVLDSDGSITLYSKLTVDKSRWQQGNVISCSY
MITEALTINITY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVILIDGPTL.SWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKLEDTKELVVAKAGVYYVIT'QLEL
RRVVAGEGSGSVSLALILQPLRSAAGAAALALTVDIL
PPASSEARNSAFGFQGRLLITLSAGQRI.GVITLITTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLIRVIPLIPAGLPSPRSLEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDI.RQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVY
AKAGVYYVEFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALITILQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLT
GGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
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55

cadena de botén Fc anti-
CD19(8B8-2B11) fusionada
con 4-1BBL hu (71-254)
trimérico

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKY TEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKYV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS VFLFPPKPK
DTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VIINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLIIQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSIILYSKLTVDKSRWQQGNVISCSV
MHLEALHNHY'I'QKSLSLSPGGGGGSGGGGSRLEGPLLS
PDDPAGLI.DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPL.SWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKLDTKLELYVAKAGVYYVITQLLL
RRVVAGLGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRILITT SAGQRLGVITL.ITTEAR
ARHAWQLTQGATYLGLIRVTPLIPAGLPSPRSLGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLI.DLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL.TGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVITQLELRRVVAGLGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLIILS
AGQRLGVILATEARARIAWQLTQGATVI.GLFRVTP
EIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLT
GGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRL.GVHLHTEARARHAWQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

56

CD3-HCDR1

TYAMN

57

CD3-HCDR2

RIRSKYNNYATYYADSVKG

58

CD3-HCDR3

HGNFGNSYVSWFAY

59

CD3-LCDR1

GSSTGAVTTSNYAN

60

CD3-LCDR2

GTNKRAP

61

CD3-LCDR3

ALWYSNLWV

62

CD3 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESTY AMNW
VROQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTI
SRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNS
YVSWEFAYWGQGTLVTVSS

63

CD3 VL

QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYAN
WVQEKPGQAFRGILIGGTNKRAPGTPARFSGSII.GGK
AALTLSGAQPLDLEALYYCALWYSNLWVI'GGGTKLT
VL

64

CD20-HCDR1

YSWIN

65

CD20-HCDR2

RIFPGDGDTDYNGKFK

66

CD20-HCDR3

NVFEDGYWLVY

67

CD20-LCDR1

RSSKSLLHSNGITYLY

68

CD20-LCDR2

OMSNLVS

69

CD20-LCDR3

AQNLELPYT
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70 CD20 VH QVOQLVOQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWIN
WVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTI
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVEDGYW
LVYWGQGTLVTVSS

71 CD20 VL DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITYLY

WYLQKPGQSPQLLIY QMSNLVSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKVEIK
RTV

72

cadena de ojal Fc DP47

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISR

DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDYWG

QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS

LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQV

SLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNH

YTQKSLSLSPGK

73

cadena ligera DP47

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGSGSGTDFTLT
ISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGQGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQIKSGTASVVCLINNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKIIKVYACEVTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

74

cadena de ojal Fc DP47
fusionada con 4-1BBL hu
(71-254) dimérico

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGG
SREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDG
PLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGV
YYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGA
AALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRL
GVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
PSPRSE
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75

cadena de botén Fc DP47
fusionada con 4-1BBL hu
(71-254) monomeérico

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGENYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMIS
RTPLVTCVVVDVSHEDPEVKINWY VDGVEVINAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDI PPASSE
ARNSAFGFQGRLILHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLERVTPEIPAGLPSPRSE

76

CD20 VH-CH1(EE)-CD3 VL-
CH1-Fc  (botén, P329G
LALA)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWIN
WVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTI
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVEDGYW
LVYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDLE
KVEPKSCDGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTV
TLTCGSSTGAVTTSNY ANWVQEKPGQAIRGLIGGTN
KRAPGTPARFSGSLLGGKAALTL.SGAQPEDEALYYC
ALWYSNLW VEGGGTKLTVLSSASTKGPSVEFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVII
TEPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVY'T
LPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWLESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWQQGNYV
FSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSP

77

CD20 VH-CH1(EE)-Fc (ojal,
P329G LALA)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWIN
WVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTI
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYW
LVYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDE
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDE
LTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSP

78

CD20 VL-CL(RK)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITYLY
WYLQKPGQSPQLLIYQMSNLYSGVPDRESGSGSGTD
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FTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

79 CD3 VH-CL EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTY AMNW
VROQAPGKGI.LEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTI
SRDDSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVRIIGNFGNS
YVSWFAYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNI'YPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSISSTLTL.SKADYEKITKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

80 CD19 n.° de acceso de UniProt P15391

81 CD20 n.° de acceso de UniProt P11836

82 anti-CD20 B-Ly1 VH murino | GPELVKPGASVKISCKASGYAFSYSWMNWVKLRPG
QGLEWIGRIFPGDGDTDYNGKFKGKATLTADKSSNT
AYMQLTSLTSVDSAVYLCARNVEDGYWLVYWGQG
TLVTVSA

83 anti-CD20 B-Ly1 VL murino | NPVTLGTSASISCRSSKSLLOSNGITYLYWYLQKPGQ
SPQLLIYQMSNLYSGVYPDRISSSGSGIDITTLRISRVLEA
EDVGVYYCAQNLELPYTHFGGGTKLEIKR

84 CD3e humano n.° de acceso de UniProt PO7766

85 CD3e de macaco cangrejero|n.® GenBank de NCBI BAB71849.1

86 4-1BBL de longitud|UniProt n.° P41273

completa

87 4-1BBL (50-254) ACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLT
GGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWOQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

88 4-1BB humano n.° de acceso de UniProt Q07011

89 4-1BB murino n.° de acceso de UniProt P20334

90 4-1BB de macaco|n.® de acceso de UniProt F6W5G6

cangrejero

91 conector peptidico G4S GGGGS

92 (G4S)2 GGGGSGGGGS

93 (SG4)2 SGGGGSGGGG

94 conector peptidico GGGGSGGGGESGGGGE

95 conector peptidico GSPGSSSSGS

96 conector peptidico (G4S)s  |GGGGSGGGGSGGGGS;

97 conector peptidico (G4S)s | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

98 conector peptidico GSGSGSGS

99 conector peptidico GSGSGNGS

100 conector peptidico GGSGSGSG

101 conector peptidico GGSGSG

102 conector peptidico GGSG

103 conector peptidico GGSGNGSG

104 conector peptidico GGNGSGSG
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105

conector peptidico

GGNGSG

106

PD-L1 humano (Uniprot n.°
Q9NZQ7)

MRIFAVFIFMTYWHLINAFTVTVPKDLYVVEYGSNM

TIECKFPVEKQI. DLAALIVYWEMEDKNIIQFVIIGEED
LKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDA

GVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVD
PVISEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTT
NSKREEKLENVTSTLRINTTTNEIFY CTFRRLDPEENH
TAELVIPELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIF
RLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET

107

PD-1 humano (Uniprot n.°
Q15116)

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPP
TISPALLVVTLEGDNATITCSISNTSLESIVLNWYRMSP
SNQTDKI.AAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFIIM
SVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVT
ERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTL.VVGVVGGLLGSL.
VILLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAVP
VI'SVDYGELDIQWRLK TPEPPYPCVPLEQILYATIVLP
SGMGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL

108

VH (PD-L1)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTISDSWIHW
VROAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTTISA
DITSKNTAYLOMNSLRALDTAVYYCARRHWPGGIDY
WGQGTLVTVSS

109

VL (PD-L1)

DIQMTQSPSSI.SASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY
QQKPGKAPKLLIYSASI'LYSGVPSRISGSGSGTDITTLT
ISSLQPEDFATY YCQQYLYHPATFGQGTKVEIK

110

VH (PD-L1)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWMS
WVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKYYVDSVKGRFETI
SRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAREGGWEGE
LAFDYWGQGTLVTVSS

111

VL (PD-L1)

EIVLTQSPGTLSL.SPGERATI.SCRASQRVSSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRI'SGSGSGIDITTLT
ISRLEPEDFAVYYCQQYGSLPWTFGQGTKVEIK

112

VH (PD-1)

QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKASGYTFINYYMY
WVRQAPGQGLEWMGGINPSNGGTNFNEKFKNRVTL
TTDSSTTTAYMELKSLOQFDDTAVYYCARRDYRFDM
GFDYWGQGTTVTVSS

113

VL (PD-1)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLLH
WYQQKPGQAPRLLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDF
TLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEIK

114

VH (PD-1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLDCKASGITESNSGMHW
VRQAPGKGLEWVAVIWYDGSKRYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCATNDDYWGQ
GTLVTVSS

115

VL (PD-1)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQ
QKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARISGSGSGIDLTLTT
SSLEPEDFAVYYCQQSSNWPRTFGQGTKVEIK

La informacion general con respecto a las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de
inmunoglobulinas humanas se da en: Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed.,
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Los aminoacidos de cadenas de
anticuerpos estan numerados y se mencionan de acuerdo con los sistemas de numeracion de acuerdo con Kabat
(Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National

Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)) como se define anteriormente.
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Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencién. Se entiende que se pueden poner
en practica otros modos de realizacion diversos, dada la descripcion general proporcionada anteriormente.

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular ADN como se describe en Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Se usaron los
reactivos biolégicos moleculares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La informacion general sobre las
secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina humana se proporciona en: Kabat,
E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta ed., publicacion NIH n.° 91-3242.

Secuenciacion de ADN
Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra.
Sintesis génica

Se generaron segmentos de genes deseados por PCR usando moldes apropiados o bien se sintetizaron por
Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR por sintesis génica
automatizada. En casos donde no estaba disponible ninguna secuencia génica exacta, se disefiaron cebadores
oligonucleotidicos en base a las secuencias de los homdlogos mas cercanos y se aislaron los genes por RT-PCR
del ARN procedente del tejido apropiado. Se clonaron segmentos génicos flanqueados por sitios de escision de
endonucleasas de restriccion singulares en vectores de clonacion/secuenciaciéon estandar. Se purificé el ADN
plasmidico de bacterias transformadas y se determiné la concentracion por espectroscopia UV. Se confirmé la
secuencia de ADN de los fragmentos génicos subclonados por secuenciacion de ADN. Se disefiaron segmentos
génicos con sitios de restriccion adecuados para permitir la subclonacion en los respectivos vectores de expresion.
Se disefaron todas las construcciones con una secuencia de ADN del extremo 5' que codifica un péptido lider que
dirige las proteinas para su secrecion en células eucariotas.

Técnicas de cultivo celular

Se usaron técnicas de cultivo celular estandar como se describe en Current Protocols in Cell Biology (2000),
Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz, J. y Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc.

Purificacion de proteinas

Se purificaron proteinas a partir de sobrenadantes de cultivo celular filtrados en referencia a los protocolos
estandar. En resumen, se aplicaron anticuerpos a una columna de proteina A Sepharose (GE Healthcare) y se
lavaron con PBS. La elucion de los anticuerpos se logré a pH 2,8, seguido de neutralizacion inmediata de la
muestra. La proteina agregada se separé de los anticuerpos monoméricos mediante cromatografia de exclusién
por tamario (Superdex 200; GE Healthcare) en PBS o en histidina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0. Se combinaron
las fracciones de los anticuerpos monomeéricos, se concentraron (si era necesario) usando, por ejemplo, un
concentrador centrifugo MILLIPORE Amicon Ultra (30 MWCO), se congelaron y se almacenaron a -20 °C 0 -80 °C.
Parte de las muestras se proporcionaron para el analisis de proteinas posterior y la caracterizacion analitica, por
ejemplo, mediante SDS-PAGE, cromatografia de exclusion por tamario (SEC) o espectrometria de masas.

SDS-PAGE

El sistema de gel NUPAGE® Pre-Cast (Invitrogen Corp.) se usé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
En particular, se usaron geles NUPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast al 10 % o0 4-12 % (pH 6,4) y un MES
NuPAGE® (geles en condiciones reductoras, con aditivo de tampdn de migracion NuUPAGE® Antioxidant) o tampdn
de migraciéon MOPS (geles en condiciones no reductoras).

Cromatografia de exclusion por tamafio analitica

Se realiz6é una cromatografia de exclusion por tamaro (SEC) para la determinacion de la agregacion y del estado
oligomérico de los anticuerpos por cromatografia HPLC. En resumen, se aplicaron anticuerpos purificados por
proteina A a una columna Tosoh TSKgel G3000SW en NaCl 300 mM, KH2PO4/K:HPO4 50 mM, pH 7,5 en un
sistema Agilent HPLC 1100 o en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) en PBS 2 veces en un sistema HPLC
Dionex. Se cuantificé la proteina eluida por absorbancia UV e integracion de areas de picos. BioRad Gel Filtration
Standard 151-1901 sirvié como patrén.
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Espectrometria de masas

Esta seccion describe la caracterizacion de los anticuerpos multiespecificos con intercambio VH/VL (VH/VL
CrossMabs), con hincapié en su correcto ensamblaje. Las estructuras primarias esperadas se analizaron mediante
espectrometria de masas con ionizacion por electronebulizacion (ESI-MS) de los CrossMab intactos
desglucosilados y los CrossMab desglucosilados/digeridos con plasmina o, de forma alternativa,
desglucosilados/digeridos con LysC limitada.

Los CrossMab VH/VL se desglucosilaron con N-glucosidasa F en un tampén fosfato o Tris a 37 °C durante hasta
17 h a una concentracion de proteina de 1 mg/ml. Las digestiones con plasmina o LysC limitada (Roche) se
realizaron con 100 ug de CrossMab VH/VL desglucosilados en un tampén Tris pH 8 a temperatura ambiente
durante 120 horas y a 37 °C durante 40 min, respectivamente. Antes de la espectrometria de masas, las muestras
se desalaron por medio de HPLC en una columna Sephadex G25 (GE Healthcare). La masa total se determiné por
medio de ESI-MS en un sistema de EM maXis 4G UHR-QTOF (Bruker Daltonik) equipado con una fuente TriVersa
NanoMate (Advion).

Determinaciéon de la unién a y afinidad de unidon de anticuerpos multiespecificos por los antigenos
respectivos usando resonancia de plasmén superficial (SPR) (BIACORE)

La unidén de los anticuerpos generados a los antigenos respectivos se investiga mediante resonancia de plasmén
superficial usando un instrumento BIACORE (GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Suecia). En resumen, para
las mediciones de afinidad se inmovilizan anticuerpos de cabra contra IgG humana, JIR 109-005-098, en un chip
CMS5 por medio de acoplamiento de aminas para la presentacion de los anticuerpos contra el antigeno respectivo.
La unién se mide en tampén HBS (HBS-P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,005 %, pH 7,4), a 25 °C
(o de forma alternativa a 37 °C). Se afadié antigeno (R&D Systems o purificado localmente) en diversas
concentraciones en solucion. La asociacion se midié6 mediante una inyecciéon de antigeno de 80 segundos a 3
minutos; la disociacion se midié lavando la superficie del chip con tampén HBS durante 3-10 minutos y se estimo
el valor de KD usando un modelo de unién 1:1 de Langmuir. Los datos de control negativo (por ejemplo, curvas de
tampon) se restan de las curvas de muestra para la correccion de la deriva intrinseca respecto al valor de referencia
del sistema y para la reduccion de la sefial de ruido. El programa informatico de evaluaciéon de Biacore respectivo
se usa para el analisis de sensogramas y para el calculo de datos de afinidad.

Ejemplo 1
Preparacion, purificacion y caracterizacién de moléculas de unién a antigeno CD19-41BBL

Se prepararon moléculas de unién a antigeno de fusién Fc que contienen trimero de ligando de 4-1BB dirigido a
CD19 como se describe en la publicacién de solicitud de patente internacional n.° WO 2016/075278 A1.

En particular, se prepararon las siguientes moléculas:

a) Moléculas de unién a antigeno de fusion Fc que contienen trimero de ligando de 4-1BB monovalente
dirigido y no dirigido a CD19

Se subclond un polipéptido que codifica un ligando dimérico de 4-1BB fusionado al dominio CL humano en fase
con los dominios CH2 y CH3 de la cadena pesada de IgG1 humana en el boton (Merchant, Zhu et al. 1998). Se
fusiond un polipéptido que contenia un ectodominio del ligando de 4-1BB al dominio CH1 de IgG1 humana. Para
mejorar el emparejamiento correcto, en la construccion 3.4 se introdujeron adicionalmente las siguientes
mutaciones en el CH-CL cruzado (variante cargada): E123R y Q124K en el ligando dimérico de 4-1BB fusionado
con CL humano, K147E y K213E en el ligando monomérico de 4-1BB fusionado con CH1 humano.

Se subclond la regién variable de secuencias de ADN de la cadena pesada y ligera que codifican una proteina de
union especifica para CD19, clon 8B8-018 o clon 8B8-2B11, en fase con la cadena pesada constante del ojal o la
cadena ligera constante de IgG1 humana. Las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala se han introducido
en la regidn constante de las cadenas pesadas del boton y el ojal para anular la unién a los receptores gamma de
Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2012/130831. La combinacion de la cadena de
ligando dimérico-boton Fc que contiene las mutaciones S354C/T366W, la fusion monomérica CH1, la cadena anti-
CD19 dirigido-ojal Fc que contiene las mutaciones Y349C/T366S/L368A/Y407V y la cadena ligera anti-CD19
permite la generacion de un heterodimero, que incluye un ligando trimérico de 4-1BB ensamblado y un Fab de
union CD19 (figuras 1A y 1B). En consecuencia, se preparé una version no dirigida al reemplazar la proteina de
union especifica para CD19 por la estirpe germinal DP47 (figura 1E).
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Tabla 1: Construcciones monovalentes usadas en los experimentos

Ejemplo en el documento WO|compuesto de
2016/075278
mono-CD19(018)-4-1BBL  (variante|Ejemplo 7.1.6 (construccion 3.4) SEQID NO: 33, SEQID NO: 34, SEQ
cargada) ID NO: 41y SEQ ID NO: 42
mono-CD19(2B11)-4-1BBL Ejemplo 7.2.7 (construccion 4.5) SEQID NO: 47, SEQID NO: 48, SEQ
ID NO: 43y SEQ ID NO: 44
mono-DP47-4-1BBL no dirigido Ejemplo 7.3.12 (control D) SEQID NO: 68, SEQID NO: 69, SEQ
ID NO: 43y SEQ ID NO: 44
a) Moléculas de unién a antigeno de fusion Fc que contienen trimero de ligando de 4-1BB bivalente dirigido

y no dirigido a CD19

Se subclonaron las secuencias de ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de una
proteina de union especifica para CD19, clon 8B8-018 o clon 8B8-2B11, en fase con la cadena pesada constante
del ojal, el botéon o la cadena ligera constante de IgG1 humana. Se introdujeron las mutaciones Pro329Gly,
Leu234Ala y Leu235Ala en la region constante de las cadenas pesadas de botén y ojal para anular la union a los
receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2012/130831. Ademas, se
fusiond un polipéptido que comprende dos ectodominios del ligando de 4-1BB con el extremo C de la cadena de
ojal Fc de IgG1 humana y se fusiond un polipéptido que comprende un ectodominio del ligando de 4-1BB con el
extremo C de la cadena de boton Fc de IgG1 humana. La combinacién de la cadena pesada del ligando dimérico
del ojal anti-CD19 hulgG1 que contiene las mutaciones Y349C/T366S/L368A/Y407V, la cadena pesada del ligando
monomeérico del botén anti-CD19 hulgG1 que contiene las mutaciones S354C/T366W y las cadenas ligeras anti-
CD19 permitié la generacion de un heterodimero, que incluia un ligando de 4-1BB trimérico ensamblado y dos Fab
de unién a CD19 (figura 1C). En consecuencia, se prepard una version no dirigida al reemplazar la proteina de
unién especifica para CD19 por la estirpe germinal DP47 (figura 1F).

Tabla 2: Construcciones bivalentes usadas en los experimentos

Ejemplo en el documento WO|compuesto de
2016/075278
bi-CD19(018)-4-1BBL Ejemplo 7.1.8 (construccién 3.6) 2x SEQID NO: 34, SEQIDNO: 45y
SEQ ID NO: 46
bi-CD19(2B11)-4-1BBL Ejemplo 7.2.8 (construccion 4.6) 2xSEQID NO: 48, SEQID NO: 51y
SEQ ID NO: 52
bi-DP47-4-1BBL no dirigido Ejemplo 7.3.12 (control C) 2xSEQID NO: 69, SEQID NO: 74y
SEQ ID NO: 75

La produccion y caracterizacion de las moléculas de union a antigeno de fusion Fc que contienen trimero de ligando
de 4-1BB dirigido y no dirigido a CD19 se describen en detalle en el documento WO 2016/075278, ejemplo 7.4 y
ejemplos 8 a 11, respectivamente.

Ejemplo 2
Preparacion, purificacién y caracterizacion de anticuerpos biespecificos de linfocitos T (TCB)

Las moléculas de TCB se han preparado de acuerdo con los procedimientos descritos en el documento WO
2016/020309 A1.

El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 (TCB CD20 CD3 o TCB CD20) usado en los experimentos
corresponde a la molécula B como se describe en el ejemplo 1 del documento WO 2016/020309 A1. La molécula
B es un anticuerpo “2+1 IgG CrossFab” y se compone de dos cadenas pesadas diferentes y dos cadenas ligeras
diferentes. Se introdujeron mutaciones puntuales en el dominio CH3 (“botones en ojales”) para promover el
ensamblaje de las dos cadenas pesadas diferentes. El intercambio de los dominios VH y VL en el Fab de unién a
CD3 y las mutaciones puntuales en los dominios CH y CL en el Fab de unién a CD20 se realizaron para promover
el ensamblaje correcto de las dos cadenas ligeras diferentes. 2+1 significa que la molécula tiene dos dominios de
unién a antigeno especificos para CD20 y un dominio de union a antigeno especifico para CD3.

TCB CD20 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78 y SEQ
ID NO: 79. En la figura 1D se muestra un esquema esquematico del anticuerpo biespecifico en formato 2+1.

La molécula se caracteriza ademas en el ejemplo 1 del documento WO 2016/020309 A1.
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Ejemplo 3
Propiedades de las moléculas de unién a antigeno CD19-4-1BBL (construcciones)

a) CD19-4-1BBL se une a CD19

La capacidad de CD19-4-1BBL para unirse a CD19 se midi6 en linfocitos B humanos principales o en lineas de
células tumorales positivas para CD19 (células WSU-DLCL2, DSMZ n.° ACC 575). En resumen, se purificaron
leucocitos monomorfonucleares en sangre periférica (PBMC) frescos a partir de capas leucociticas de donantes
sanos. Las células se volvieron a suspender en DPBS (Gibco por Life Technologies, n.° de cat. 14190 326) y se
afnadieron a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de células de suspension de fondo redondo (greiner bio-one,
cellstar, n.° de cat. 650185). Las células se lavaron una vez con 200 pl de DPBS. Las células se volvieron a
suspender en 100 pl/pocillo de tampdn DPBS frio a 4 °C que contenia tinte de viabilidad fijable eFluor 660 diluido
al 1:5000 (eBioscience, n.° de cat. 65-0864-18) y las placas se incubaron durante 30 minutos a 4 C. Las células
se lavaron una vez con 200 pl/pocillo de tampdn DPBS frio a 4 °C y se volvieron a suspender en 50 pl/pocillo de
tampon FACS frio a 4 °C (DPBS suministrado con FBS al 2 %, EDTA 5 mM pH8 (Amresco, n.° de cat. E177) y
acida soédica 7,5 mM (Sigma-Aldrich S2002)) que contienen construcciones (mono-CD19(018)-4-1BBL, bi-
CD19(018)-4-1BBL, mono-CD19(2B11)-4-1BBL, mono-4-1BBL no dirigido y/o bi-4-1BBL no dirigido) a una serie
de concentraciones, seguido de incubacion durante 1 hora a 4 °C.

Después de un lavado extenso, las células se tifieron adicionalmente con 50 pl/pocillo de tampén FACS frioa 4 °C
que contenia 5 ug/ml de fragmento F(ab')2 de cabra especifico de fragmento F(ab')z anti-IgG humana de AffiniPure
conjugado con PE (Jackson ImmunoResearch, n.° de cat. 109 116 098) y con un anticuerpo anti-CD20 conjugado
con CPA-H7 (BD, n.° de cat. 560734), y un anticuerpo anti-CD3 conjugado con CPA (Biolegend, n.° de cat. 300312),
y/o un anticuerpo anti-CD19 conjugado con FITC (BD) durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces
con 200 pl/pocillo a 4 °C de tampén FACS vy las células se fijaron en 50 pl/pocillo de DPBS que contenia
formaldehido al 1 % (Sigma, HT501320-9.5L). Las células se volvieron a suspender en 100 pl/pocillo de tampén
FACS y se adquirieron usando el FACS LSR Il (BD Biosciences). Los datos se analizaron usando FlowJo V10
(FlowdJo, LLC) y GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, Inc).

Las células se seleccionaron en poblaciones vivas CD3-CD20*, y se trazaron medios geograficos de intensidad de
fluorescencia del fragmento F(ab%)2 de IgG de cabra especifico de fragmento Fcy anti-lgG humana de AffiniPure
conjugado con PE frente a la concentracién titulada de construcciones. Como se muestra en la figura 2A, CD19-
4-1BBL se une a linfocitos B humanos de una manera dependiente de la dosis, mientras que 4-1BBL no dirigido
no se une a linfocitos B en PBMC humanos. La figura 2B muestra como la expresién de CD19 en los linfocitos B
disminuye después de la unién de CD19-4-1BBL, lo que indica que CD19-4-1BBL se une a CD19 especificamente.
De forma similar, las construcciones CD19-4-1BBL se unen a las células tumorales WSU CD19*, y la afinidad de
union es mucho mayor en las construcciones monovalentes que en las bivalentes (figura 2C).

b) CD19-4-1BBL se une a 4-1BB en linfocitos T activados

Para comprobar la unién de 4-1BBL a linfocitos T que expresan 4-1BB, se preactivaron PBMC humanos mediante
estimulacion con RLT para la regulacion por incremento de 4-1BB en linfocitos T durante 48 horas. Los PBMC
purificados se diluyeron a una concentracion de 2,8 x 10%/ml y se volvieron a suspender en medio RPMI (Gibco,
n.° de cat. 72400-054) + FBS al 10 % (Gibco, n.° de cat. 20012-068) y penicilina-estreptomicina al 1 % (Gibco, n.°
de cat. 15070-063) y 2-mercaptoetanol 50 pM (Gibco, n.° de cat. 31350-010). Se afiadieron 90 pl de células a cada
pocillo de placas de 96 pocillos de fondo redondo (greiner bio-one, cellstar, n.° de cat. 650185). A continuacion, se
afiadieron a los pocillos 50 pl adicionales de microesferas anti-CD3 y anti-CD28 (Life Technologies, n.° de cat.
11131D) a 8 x 10° microesferas/ml. Dos dias después, las células se lavaron una vez con PBS frio (Gibco, 20012-
068) y se volvieron a suspender con 90 pyl de PBS frio y se incubaron con 10 ul de soluciones que contenian
construcciones (CD19(018)-4-1BBL monovalente, CD19(018)-4-1BBL bivalente y 4-1BBL monovalente no dirigido)
durante 1 hora a 4 °C. Después de un lavado extenso, las células se tifieron adicionalmente con 50 ul/pocillo de
tampon FACS frio que contenia 5 pg/ml de fragmento F(ab') 2 de cabra especifico de fragmento F(ab')2 anti-lgG
humana de AffiniPure conjugado con PE (Jackson ImmunoResearch, n.° de cat. 109116 098), y adicionalmente
con anticuerpo anti-CD3 humano (Biolegend, n.° de cat. 300312), anti-CD4 humano (Biolegend, n.° de cat. 317434)
y anti-CD8 humano (Biolegend, n.° de cat. 344710) durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces
con 200 pl/pocillo de tampén FACS a 4 °C y las células se fijaron en 50 pl/pocillo de DPBS que contenia
formaldehido al 1 % (Sigma, HT501320-9.5L). Las células se volvieron a suspender en 100 pl/pocillo de tampédn
FACS y se adquirieron usando el FACS LSR Il (BD Biosciences). Los datos se analizaron usando FlowJo V10
(FlowdJo, LLC) y GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, Inc).

La unién especifica se seleccion6 en la poblacion pura de células CD4 y CD8 activadas. Todas las construcciones

mostraron propiedades de unién similares a linfocitos T CD4* o CD8* que expresan 4-1BB de una manera
dependiente de la dosis (figuras 3A y 3B).
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c) CD19-4-1BBL muestra actividad biolégica

Para medir las actividades bioldgicas en entornos fisioldgicos, se usan PBMC humanos activados para comprobar
la liberacion de la molécula de funcion efectora IFN-y mediante la coestimulacion de linfocitos T y linfocitos NK. En
resumen, se afadieron PBMC purificados cocultivados con construcciones (CD19(018)-4-1BBL monovalente,
CD19(018)-4-1BBL bivalente, CD19(2B11)-4-1BBL monovalente y 4-1BBL monovalente no dirigido) a los pocillos
a una serie de concentraciones, y 50 yl de microesferas anti-CD3 y anti-CD28 (Life Technologies, n.° de cat.
11131D) a 8 x 10° microesferas/ml. Después de 48 horas de incubacion, se recogieron los sobrenadantes para la
medicion de IFN-y mediante ELISA (kit ELISA de IFN-y humano DuoSet, R&D Systems, n.° de cat. DY285). La
figura 4 muestra que tanto las construcciones monovalentes como las bivalentes estimulan los PBMC para
producir una cantidad similar de IFN-y, mientras que las construcciones de 4-1BBL no dirigido negativo no activaron
los linfocitos T ni los linfocitos NK debido a la falta de reticulacion.

Ejemplo 4
Mecanismos de politerapia de CD19-4-1BBL y TCB CD20 in vitro

a) TCB CD20 media la redistribucion de CD19-4-1BBL en linfocitos T

La hipotesis para la politerapia de CD19-4-1BBL y TCB CD20 se baso en la suposicion de que TCB CD20
desencadenaria la activacion inicial de los linfocitos T a través de la unién del antigeno tumoral CD20, lo que daria
lugar a la regulacion por incremento de 4-1BB en los linfocitos T activados, permitiendo por lo tanto que CD19-4-
1BBL coestimule 4-1BB y de ese modo refuerce la funcion efectora de los linfocitos T. Para comprender y confirmar
dichos modos de accion de esta politerapia, se aprovechd la microscopia confocal de lapso de tiempo para
monitorizar la formacion de sinapsis inmunoldgicas en los linfocitos T activados. Las células WSU-DLCL2 se tifieron
con colorante Blue CMAC (Molecular Probes, Life Technologies) y se colocaron durante la noche en una placa de
cultivo “ibiTreat” de 8 pocillos (ibidi) a 37 °C para que se adhirieran. Las células se lavaron después de 24 horas y
se volvieron a suspender con medio antes de afiadir linfocitos T CD8 positivos activados, teflidos con CMFDA
(Molecular Probes, Life Technologies). Se afiadié adicionalmente CD19-41BBL marcado con Alexa F647
(10 yg/ml) y TCB CD20 CD3 (5 ng/ml o 500 ng/ml) directamente en el medio de crecimiento. A continuacion, los
portaobjetos de imagenes se transfirieron al microscopio confocal (LSM 700 invertido, Zeiss) con una fase de
temperatura y CO2 controlados y se permitié que la temperatura se equilibrara durante 15 minutos dentro de la
incubadora del microscopio antes de la adquisicion en vivo con un objetivo de aceite de 60 aumentos. Las peliculas
se recogieron mediante el programa informatico Zen (Zeiss) acoplado al microscopio, mientras que el analisis de
la intensidad de CD19-41BBL en el sitio de interaccion se realizé con Imaris (Bitplane; Oxford Instruments). La
cuantificacion se realizd mediante el algoritmo IMARIS de area de contacto superficie-superficie. El algoritmo crea
un objeto de superficie de un véxel de espesor sobre la superficie principal (célula tumoral) en el area cubierta por
la superficie secundaria (linfocito T). A continuacion, se mide la intensidad total de la sefial de CD19-41BBL dentro
de la superficie de contacto resultante y se cuantifica a lo largo del tiempo.

La figura 5A muestra la localizacion dinamica de CD19-41BBL durante la reticulacion de linfocitos T y células
tumorales mediada por TCB CD20 CD3, que se concentro en los sitios de interaccidon de una manera dependiente
de la dosis de TCB CD20 CD3. La interaccion se inicia primero por la reticulacion de TCB CD20 CD3, seguida de
la redistribucién de CD19-41BBL a la sinapsis inmunolégica posiblemente mediada por balsas lipidicas atraidas
por la union a CD20 (la proteina de unién se origina en el anticuerpo de tipo Il, obinutuzumab) . La polarizacién de
CD19-41BBL en la sinapsis de linfocitos T y células tumorales sugiere un posible modo de accién combinatorio por
el cual un umbral de concentracion de TCB CD20 CD3 (figura 5B) puede localizar y mantener sefales
coestimuladoras de 41BB, que sinergizan con las sefales tempranas de activacion de CD3. Este sinergismo podria
desencadenar las sefiales en cascada de 41BB para prevenir la muerte celular inducida por la activacién de los
linfocitos T, lo que da como resultado una poblacion de linfocitos T mas robusta en el microambiente tumoral, como
se observa mediante el analisis histolégico en el experimento de eficacia in vivo.

b) CD19-4-1BBL no es internalizado por CD19 en linfocitos B

La localizacién subcelular de la molécula de CD19-4-1BBL es un parametro critico por su funcionalidad y por su
sinergia con el anticuerpo biespecifico TCB CD20. No solo la molécula de CD19-4-1BBL debe dirigirse a las células
tumorales que expresan CD19, sino que no se debe internalizar, ya que el agonismo de 4-1BB a través de 4-1BBL
necesita reticulacion de anticuerpos en CD19. Se ha informado de que muchos anticuerpos anti-CD19 se pueden
internalizar rapidamente por linfocitos B, incluyendo las células del linfoma no Hodgkin (LNH) (Ingle et al., 2008).
Por lo tanto, se sometieron a prueba construcciones mediante microscopio confocal para ver si se pueden
internalizar por las células WSU DLCL2 de la linea celular del LNH. Para hacerlo, las construcciones de CD19-4-
1BBL se marcaron primero con Alexa-647 antes de la incubacién con células WSU a 37 °C y, a continuacion, se
fij6 la interaccion en diferentes puntos temporales (a los 15 minutos, 1 y 3 horas) y se evalué la localizacion
(intracelular o localizada en la membrana) de CD19-4-1BBL mediante microscopia confocal. Al observar el
apilamiento Z central de la imagen, es posible observar que la molécula CD19-4-1BBL-Alexa-647 se localiza
principalmente en la membrana durante las 3 horas (figura 6). Por el contrario, el control positivo de un anticuerpo
anti-CD19 (clon Bu12) se internaliza rapidamente, reduciendo su exposicién en la superficie de las células
tumorales.
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Ejemplo 5
Potente efecto antitumoral mediante politerapia de CD19-4-1BBL y TCB CD20 in vivo

a) SDPK de construcciones de CD19-4-1BBL en ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) inmunodeficientes

Antes de los estudios de eficacia in vivo, primero se realizé un estudio de farmacodinamica de dosis unica (SDPK).
Ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) hembra de 6-7 semanas de edad al inicio del experimento (criados en
Taconic, Dinamarca) se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos especificos con ciclos diarios de 12 h de
luz y 12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). Las autoridades
gubernamentales locales revisaron y aprobaron el protocolo del estudio experimental (ZH193/2014). Después de
su llegada, se mantuvo a los animales durante una semana para que se acostumbraran al nuevo entorno y para
su observacion. Se llevé a cabo un seguimiento de salud continuo de manera regular.

A los ratones se les inyectd por via intravenosa 50 pg/ratén (2,5 mg/kg) de las tres construcciones de 4-1-BBL
diferentes (véanse las composiciones en la tabla 3), mientras que se extrajo sangre de 3 ratones por grupo y punto
temporal. Todos los ratones recibieron una inyeccién con un volumen total de 200 pl de la solucién apropiada. Para
obtener la cantidad apropiada de construcciones por 200 l, las soluciones madre se diluyeron con PBS cuando
fue necesario. Se recogieron muestras de suero 10 min, 1 h, 3 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h y 168 h después de la
inyeccion de tratamiento. Como se ve en la figura 7, todas las moléculas revelan un perfil PK estable y similar a
IgG.

Tabla 3: Composiciones usadas en los experimentos in vivo

Compuesto Dosis Tampén de formulacién Concentracion (mg/ml)

mono-CD19(018)-4-1BBL 2,5 mg/kg Histidina 20 mM, NaCl|5,40 (= solucion madre)
140 mM, pH 6,0

bi-CD19(018)-4-1BBL 2,5 mg/kg Histidina 20 mM, NaCl|3,78 (= solucién madre)
140 mM, pH 6,0

mono-CD19(2B11)-4-1BBL (2,5 mg/kg Histidina 20 mM, NaCl|4,61 (= solucion madre)
140 mM, pH 6,0

b) Actividad antitumoral superior de la construccién de CD19-4-1BBL monovalente en combinacién con TCB CD20
en comparacion con la construccion bivalente

La primera prueba de concepto para la combinacién de TCB CD20 y CD19-4-1BBL tenia como objetivo seleccionar
el mejor formato (unidon monovalente frente a bivalente para CD19, clon 018) de las construcciones de CD19-4-
1BBL en términos de regresion tumoral en ratones NOG completamente humanizados.

Las células WSU-DLCL2 (linfoma difuso humano de linfocitos B grandes) se obtuvieron originalmente de la ECACC
(European Collection of Cell Culture) y después de la expansién se depositaron en el banco de células interno de
Roche-Glycart. Se cultivaron las células en RPMI que contenia FCS al 10 % y 1x Glutamax. Las células se
cultivaron a 37 °C en una atmésfera saturada de agua con CO2z al 5 %. Se inyectaron por via subcutanea 1,5 x 108
células (paso 18 in vitro) por animal en el flanco derecho de los animales en medio de cultivo celular RPMI (Gibco)
y matrigel GFR (1:1, volumen total de 100 pl) a una viabilidad >95,0 %.

Ratones hembra NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) de 4-5 semanas de edad al inicio del experimento (criados en
Taconic, Dinamarca) se mantuvieron en condiciones libres de patégenos especificos con ciclos diarios de 12 h de
luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas, Felasa, TierschG). Las autoridades
gubernamentales locales revisaron y aprobaron el protocolo del estudio experimental (P 2011/128). Después de
su llegada, se mantuvo a los animales durante una semana para que se acostumbraran al nuevo entorno y para
su observacion. Se llevé a cabo un seguimiento de salud continuo de manera regular.

De acuerdo con el protocolo (figura 8), a los ratones NOG hembra se les inyectaron por via intraperitoneal
15 mg/kg de busulfano seguido un dia después de una inyeccion por via intravenosa de 1 x 10° células madre
hematopoyéticas humanas aisladas de sangre del cordén umbilical. En la semana 14-16 después de la inyeccion
de células madre, se extrajo sangre sublingual a los ratones y se analiz6 la sangre mediante citometria de flujo
para confirmar la humanizacion exitosa. Los ratones injertados de manera eficiente se asignaron de forma aleatoria
de acuerdo con sus frecuencias de linfocitos T humanos a los diferentes grupos de tratamiento (figura 8,
n = 10/grupo). En ese momento, a los ratones se les inyectaron células tumorales por via subcutanea como se
describe anteriormente y se trataron una vez a la semana con los compuestos o PBS (vehiculo) cuando el tamafio
del tumor alcanzo aprox. 450 mm3. Los ratones recibieron una inyeccion i.v. de 200 ul de la solucién apropiada.
Para obtener la cantidad apropiada de compuestos por 200 ul, las soluciones madre (tabla 4) se diluyeron con PBS
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cuando fue necesario.

Tabla 4: Composiciones usadas en este experimento

Compuesto Tampédn de formulacion Concentracion (mg/ml)

mono-CD19(018)-4-1BBL gigtidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|5,12 (= solucién madre)
bi-CD19(018)-4-1BBL g,igtidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|3,32 (= solucién madre)
mono-4-1BBL no dirig. g,igtidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|1,06 (= soluciébn madre)
TCB CD20 g,igtidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|4,12 (= solucién madre)

Para las politerapias (grupos de animales E a |, véase la tabla en la figura 8) con TCB CD20, las construcciones
de CD19-4-1BBL se inyectaron de manera concomitante. El crecimiento tumoral se midié dos veces por semana
usando un calibrador y el volumen tumoral se calculé como sigue:

Tv: (W2/2) x L (W: anchura, L: longitud)

El estudio finalizé y todos los ratones se sacrificaron después de cuatro inyecciones de los compuestos (dia 37
después de la inyeccion de células tumorales) y los tumores se explantaron y pesaron. La figura 9A muestra la
cinética de crecimiento tumoral (mediana) en todos los grupos de tratamiento, asi como los pesos tumorales al
final del estudio. Tanto las monoterapias de mono-CD19(018)-4-1BBL como de bi-CD19(018)-4-1BBL no revelaron
ninguna inhibicion del crecimiento tumoral, mientras que TCB CD20 como agente Unico indujo una fuerte inhibicion
del crecimiento tumoral. Sin embargo, la combinacién de mono-CD19(018)-4-1BBL con TCB CD20 no solo indujo
una inhibiciéon del crecimiento tumoral mas fuerte y mas rapida en comparacion con la monoterapia de TCB CD20,
sino que también fue superior a la combinaciéon de CD19(018)-4-1BBL bivalente o 4-1BBL monovalente no dirigido
y TCB CD20 en todas las dosis sometidas a prueba. Como también se muestra en la figura 9b, los pesos tumorales
al final del estudio confirmaron estos hallazgos; sin embargo, se observan diferencias notables en términos de
inhibicion del crecimiento tumoral en la cinética del crecimiento tumoral, especialmente en puntos temporales
anteriores (figura 9A). Estos datos sugieren que la unidon monovalente a CD19 (mono-CD19(018)-4-1BBL) es
superior en términos de inhibicién del crecimiento tumoral cuando se combina con TCB CD20.

c) Las combinaciones de CD19-4-1BBL y TCB CD20 se sinergizan para inducir la infiltracién masiva de linfocitos
T en el tumor

Para comprender los modos de accién de la combinaciéon de CD19-4-1BBL y TCB CD20, se realizdé un nuevo
estudio para estudiar la farmacodinamica de la respuesta inmunitaria en estos ratones. El experimento se disefid
de manera similar a la descrita en el estudio anterior (figura 10). Se han incluido dos clones de proteinas de union
especificas para CD19 en este estudio (clon 018 frente al clon 2B11) (tabla 5).

Tabla 5: Composiciones usadas en este experimento

Compuesto Tampon de formulacion Concentracion (mg/ml)

mono-CD19(018)-4-1BBL Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|5,12 (= solucidon madre)
6,0

mono-CD19(2B11)-4-1BBL Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|4,61 (= solucion madre)
6,0

TCB CD20 Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH|4,12 (= solucién madre)
6,0

La figura 11A muestra la cinética de crecimiento tumoral (mediana) en todos los grupos de tratamiento, asi como
los pesos tumorales al final del estudio. Como se muestra en el estudio anterior (figura 9A), TCB CD20 como
agente Unico indujo una fuerte inhibicién del crecimiento tumoral. La combinaciéon de mono-CD19(018)-4-1BBL o
de mono-CD19(2B11)-4-1BBL con TCB CD20 indujeron una inhibiciéon potenciada y mas rapida del crecimiento
tumoral en comparacion con la monoterapia de TCB CD20. Sin embargo, ambas moléculas son comparables en
el refuerzo de la inhibicion del crecimiento tumoral mediada por TCB CD20. Como se muestra también en la figura
11B, los pesos tumorales al final del estudio confirmaron estos hallazgos.

El analisis de los tumores de los animales sacrificados el dia 20 del estudio revelé una infiltraciéon intratumoral

potenciada de linfocitos T humanos (figura 12A) y un cambio de las relaciones CD8/CD4 y CD8/Treg hacia las
células CD8 en ambos grupos de combinacién en comparacion con TCB CD20 solo o con el tratamiento con
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vehiculo (figuras 12B y 12C). Por lo tanto, se confirma una nueva politerapia mediante la cual CD19-4-1BBL y
TCB CD20 se sinergizan para erradicar los tumores al potenciar los linfocitos T en los tumores.
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Lys

Phe
60

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Thr

Ser

val

Asp

val

Leu

Pro
45

Ser

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Thr

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Pro
15

Asn

Gln

Val

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

Ile



ES 2847973 T3

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Leu
85 90 95

Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 23

<211> 121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD19(8B8-2B11) VH

<400> 23

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys Tyr Thr Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Tyr Tyr Tyr Gly Pro Gln Leu Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 24

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD19(8B8-2B11) VL

<400> 24

85



Asp

Gln

Thr

Pro

Asp

Ser

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Val Met Thr

Pro Ala Ser Ile

20

Gly Thr Thr Tyr

35

Gln Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly

Arg Val Glu Ala

85

Glu Asp Pro Tyr

100

25

378

PRT

Secuencia artificial

ES 2847973 T3

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser
10

Ser

Leu

Lys

Thr

vVal
S0

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

4-1BBL hu (71-254) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

25

86

Thr

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Pro
15

Thr

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Leu

Lys



ES 2847973 T3

Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp

Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val Leu Leu
20 25 30

Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro Gly Leu Ala Gly Val

Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp Thr Lys Glu Leu Val
50 55 60

Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr Val Phe Phe Gln Leu Glu Leu Arg
65 70 75 80

Arg Val val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala Leu His
85 80 95

Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr

100 105 110

Val Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg Asn Ser Ala Phe Gly
115 120 125

Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val
130 135 140

87



His

145

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

225

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu
305

Phe

Gly

Leu

Ala

Leu

Ser

Asp

210

Leu

Val

Val

Arg

His
290

Thr

Gly

Vval

His

Thr

Pro

Arg

185

Leu

Ile

Ser

val

Arg

275

Leu

val

Phe

His

Thr

val

Ser

180

Glu

Arg

Asp

Leu

Ala

260

val

Gln

Asp

Gln

Leu
340

Glu

Leu

165

Pro

Gly

Gln

Gly

Thr

245

Lys

Val

Pro

Leu

Gly
325

His

Ala

150

Gly

Arg

Pro

Gly

Pro

230

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro
310

Arg

Thr

Arg

Leu

Ser

Glu

Met

215

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg
285

Pro

Leu

Glu

ES 2847973 T3

Ala

Phe

Glu

Leu

200

Phe

Ser

Leu

Val

Glu

280

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

Arg

Gly

185

Ser

Ala

Trp

Ser

Tyr

265

Gly

Ala

Ser

His

His

vVal

170

Gly

Pro

Gln

Tyr

Tyr

250

Tyr

Ser

Ala

Ser

Leu
330

Ala

155

Thr

Gly

Asp

Leu

Ser

235

Lys

Val

Gly

Gly

Glu
315

Ser

Trp

Pro

Gly

Asp

val

220

Asp

Glu

Phe

Ser

Ala
300

Ala

Ala

Gln

Glu

Ser

Pro

205

Ala

Pro

Asp

Phe

val

285

Ala

Arg

Gly

Arg RAla Arg His Ala

345

Leu

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln

270

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp
350

Thr Gln
160

Pro Ala
175

Gly Gly

Gly Leu

Asn Val

Leu Ala
240

Lys Glu
255

Leu Glu

Leu Ala

Leu Ala

Ser Ala

320

Arg Leu
335

Gln Leu

Thr Gln Gly Ala Thr val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile
355

360

Pro Ala Gly Leu Prc Ser Pro Arg Ser Glu

<210>
<211>
<212>

370

26
350
PRT

375

88

365



<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia artificial

ES 2847973 T3

4-1BBL hu (85-254) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

26

Leu Asp Leu

1

Leu

Gly

Leu

Leu

65

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

145

Pro

Gly

Leu

Val

val

50

Arg

His

Thr

Gly

Val

130

Gln

Ala

Gly

Ile

Ser

35

val

Arg

Leu

Val

Phe

115

His

Gly

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

Val

Gln

Asp
100

Gln

Leu

Ala

Leu

Ser

Gln

Gly

Thr

Lys

val

Pro

85

Leu

Gly

His

Thr

Pro

165

Leu

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

70

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

150

Ser

Asp

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

135

Leu

Pro

Leu

Phe

Ser

Leu

40

val

Glu

Ser

Ala

Leu

120

Ala

Gly

Arg

Arg

Ala

Trp

25

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser
105

His

Arg

Leu

Ser

Gln

Gln

10

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala

90

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu

170

Gly

89

Leu

Ser

Lys

val

Gly

75

Gly

Glu

Ser

Arg

Arg

155

Gly

Met

Val

Asp

Glu

Phe

60

Ser

Ala

Ala

Ala

His

140

Val

Gly

Phe

Ala

Pro

Asp

45

Phe

Val

Ala

Arg

Gly

125

Ala

Thr

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn
110

Gln

Trp

Pro

Gly

Gln

Asn

15

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

95

Ser

Arg

Gln

Glu

Ser

175

Leu

Val

Ala

Glu

Glu

Ala

80

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile

160

Gly

Val



Ala

Pro

Asp
225

Phe

Val

Ala

Arg

Gly
305

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Gly

210

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

290

Gln

Trp

Pro

27
360
PRT

Asn

195

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

275

Ser

Arg

Gln

Glu

180

Val

Ala

Glu

Glu

Ala

260

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile
340

Leu

Gly

Leu

Leu

245

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

325

Pro

Secuencia artificial

Leu

vVal

Val

230

Arg

His

Thr

Gly

val

310

Gln

Ala

Ile

Ser

215

Val

Arg

Leu

Val

Phe

2395

His

Gly

Gly

ES 2847973 T3

Asp

200

Leu

Ala

Val

Gln

Asp

280

Gln

Leu

Ala

Leu

185

Gly

Thr

Lys

Val

Pro

265

Leu

Gly

His

Thr

Pro
345

Pro

Gly

Ala

Ala

250

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

330

Ser

Leu

Gly

Gly

235

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

315

Leu

Pro

Ser

Leu

220

Val

Glu

Ser

Ala

Leu

300

Ala

Gly

Arg

Trp

205

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

285

His

Arg

Leu

Ser

4-1BBL hu (80-254) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

27

90

190

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala

270

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu
350

Ser

Lys

Val

Gly

255

Gly

Glu

Ser

Arg
335

Asp

Glu

Phe

240

Ser

Ala

Ala

Ala

His

320

Val



ES 2847973 T3

Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu
15

1

5

10

Val Ala Gln Asn Val Leu Leu Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser
25

20

30

Asp Pro Gly Leu Ala Gly Val Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys
35

Glu

Phe

65

Ser

Ala

Ala

Ala

His

145

Val

Gly

Leu

Asp

50

Phe

val

Ala

Arg

Gly

130

Ala

Thr

Gly

Arg

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

115

Gln

Trp

Pro

Gly

Gln
195

Lys

Leu

Leu

Leu

100

Ser

Arg

Gln

Glu

Ser

180

Gly

Glu

Glu

Ala

85

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile

165

Gly

Met

Leu

Leu

70

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

150

Pro

Gly

Phe

40

45

Val Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr

55

Arg

His

Thr

Gly

val

135

Gln

Ala

Gly

Ala

Arg

Leu

val

Phe

120

His

Gly

Gly

Gln
200

vVal

Gln

Asp

105

Gln

Leu

Ala

Leu

Ser

185

Leu

Val

Pro

90

Leu

Gly

His

Thr

Pro

170

Asp

Val

91

Ala

75

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

155

Ser

Pro

Ala

60

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

140

Leu

Pro

Ala

Gln

Glu

Ser

Ala

Leu

125

Ala

Gly

Arg

Asn
205

Gly

Ala

Ser

110

His

Arg

Leu

Ser

Leu

190

Val

Ser

Ala

95

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu

175

Leu

Leu

Val

Gly

80

Gly

Glu

Ser

Arg

Arg

160

Gly

Asp

Leu



ES 2847973 T3

Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro Gly Leu Ala Gly Val
210 215 220

Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp Thr Lys Glu Leu Val
225 230 235 240

Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr Val Phe Phe Gln Leu Glu Leu Arg
245 250 255

Arg Val Val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala Leu His
260 265 270

Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr
275 280 285

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

290 295 300

Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val
305 310 315 320

His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln
325 330 335

Gly Ala Thr Val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro Ala
340 345 350

Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu
355 360

<210> 28

<211> 416

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 4-1BBL hu (52-254) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

<400> 28

Pro Trp Ala Val Ser Gly Ala Arg Ala Ser Pro Gly Ser Ala Ala Ser
1 5 10 15

Pro Arg Leu Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly
20 25 30

Leu Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn
35 40 45

92



val

Ala

65

Glu

Glu

Ala

Ala

Ala

145

Leu

Leu

Ile

Gly

Gly

225

Asp

Leu

Ser

Leu Leu
50

Gly val

Leu Val

Leu Arg

Leu His

115

Leu Thr
130

Phe Gly

Gly val

Thr Gln

Pro Ala

185

Gly Gly

210

Ser Ala

Asp Pro

Val Ala

Asp Pro
275

Ile

Ser

val

Arg

100

Leu

Val

Phe

His

Gly

180

Gly

Gly

Ala

Ala

Gln

260

Gly

Asp

Leu

Ala

85

val

Gln

Asp

Gln

Leu

165

Ala

Leu

Ser

Ser

Gly

245

Asn

Leu

Gly

Thr

70

Lys

val

Pro

Leu

Gly

150

Hisg

Thr

Pro

Pro

Pro

230

Leu

Val

Ala

Pro

55

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro
135

Arg

Thr

Val

Ser

Trp

215

Arg

Leu

Leu

Gly

ES 2847973 T3

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

120

Pro

Leu

Glu

Leu

Pro

200

Ala

Leu

Asp

Leu

val
280

Ser

Leu

val

Glu

105

Ser

Ala

Leu

Ala

Gly

185

Arg

Val

Arg

Leu

Ile
265

Ser

Trp

Ser

Tyr

90

Gly

Ala

Ser

His

Arg

170

Leu

Ser

Ser

Glu

Arg

250

Asp

Leu

93

Tyr

Tyr

15

Tyr

Ser

Ala

Ser

Leu

155

Ala

Phe

Glu

Gly

Gly

235

Gln

Gly

Thr

Ser

60

Lys

val

Gly

Gly

Glu
140

Ser

Arg

Arg

Gly

Ala

220

Pro

Gly

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

Ser

Ala

125

Ala

Ala

His

Val

Gly

205

Arg

Glu

Met

Leu

Gly
285

Pro

Asp

Phe

VvVal

110

Ala

Arg

Gly

Ala

Thr

120

Gly

Ala

Leu

Phe

Ser

270

Leu

Gly

Thr

Gln

95

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp

175

Pro

Gly

Ser

Ser

Ala

255

Trp

Ser

Leu

Lys

80

Leu

Leu

Leu

Ser

Arg

160

Gln

Glu

Ser

Pro

Pro

240

Gln

Tyr

Tyr



Lys

Val

305

Gly

Gly

Glu

Ser

Arg
385

Glu

290

Phe

Ser

Ala

Ala

Ala

370

His

Asp

Phe

val

Ala

Arg

355

Gly

Ala

Thr Lys Glu

Gln Leu Glu
310

Ser Leu Ala
325

Ala Leu Ala
340

Asn Ser Ala

Gln Arg Leu

Trp Gln Leu
390

Leu

295

Leu

Leu

Leu

Phe

Gly

375

Thr

ES 2847973 T3

val

Arg

His

Thr

Gly

360

val

Gln

Val

Arg

Leu

Val

345

Phe

His

Gly

Ala Lys

val val
315

Gln Pro

330

Asp Leu

Gln Gly

Leu His

Ala Thr

395

Ala

300

Ala

Leu

Pro

Arg

Thr

380

val

Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

365

Glu

Leu

val

Glu

Ser

Ala

350

Leu

Ala

Gly

Tyr

Gly

Ala

335

Ser

His

Arg

Leu

Tyr

Ser

320

Ala

Ser

Leu

Ala

Phe

400

Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

405 410
29
366
PRT
Secuencia artificial
4-1BBL hu (71-248) dimérico conectado mediante conector (G4S)2
29
Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu
5 10
Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val
20 25 30
Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro Gly Leu Ala
35 40 45
Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp Thr Lys Glu
50 55 60

94

415

Leu

15

Leu

Gly

Leu

Asp

Leu

val

Val



val

65

Arg

Leu

Val

Phe

His

145

Gly

Gly

Glu

Met

Leu

225

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

Vval

Gln

Asp

Gln

130

Leu

Ala

Leu

Leu

Phe

210

Ser

Leu

Vval

Glu

Ser
290

Lys

Val

Pro

Leu

115

Gly

His

Thr

Gly

Ser

185

Ala

Trp

Ser

Tyr

Gly

275

Ala

Ala

Ala

Leu

100

Pro

Arg

Thr

val

Gly
180

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

260

Ser

Ala

Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Gly

Asp

Leu

Ser

Lys

245

val

Gly

Gly

Val

70

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

150

Gly

Gly

Asp

Val

Asp

230

Glu

Phe

Ser

Ala

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Pro

Ala

215

Pro

Asp

Phe

val

Ala
295

ES 2847973 T3

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Gly

Ala

200

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

280

Ala

Val

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly
185

Gly

Asn

Leu

Lys

Leu

265

Leu

Leu

Phe

Ser

20

Ala

Ala

Ala

His

val

170

Gly

Leu

Val

Ala

Glu

250

Glu

Ala

Ala

95

Phe

15

Val

Ala

Arg

Gly

Ala

155

Thr

Gly

Leu

Leu

Gly

235

Leu

Leu

Leu

Leu

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln

140

Trp

Pro

Ser

Asp

Leu

220

Val

Val

Arg

His

Thr
300

Leu

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Arg

Leu

205

Ile

Ser

val

Arg

Leu

285

Val

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Glu
190

Arg

Asp

Leu

Ala

val

270

Gln

Asp

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Gly

Gln

Gly

Thr

Lys

255

val

Pro

Leu

Arg

His

Thr

Gly

val

Gln

160

Ala

Fro

Gly

Pro

Gly

240

Ala

Ala

Leu

Pro



Pro Ala Ser

305

Leu Leu His

Glu Ala Arg

Leu Gly Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30
338

PRT

355

Ser Glu Ala

310

Leu Ser Ala

325

Ala Arg His

340

Phe Arg Val

Secuencia artificial

ES 2847973 T3

Arg Asn Ser

Gly Gln Arg

Ala Trp Gln

345

Thr Pro Glu

360

Ala

Leu

330

Leu

Ile

Phe

315

Gly

Thr

Pro

Gly Phe

Val

Gln

Ala

His

Gly

Gly
365

4-1BBL hu (85-248) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

30

Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln

1

5

10

Leu Leu Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr

Gly

Leu

Leu

65

Leu

Leu

Phe

Gly

Val

val

50

Arg

His

Thr

Gly

Val
130

Ser

35

val

Arg

Leu

val

Phe

115

His

20

Leu

Ala

Val

Gln

Asp

100

Gln

Leu

Thr

Lys

val

Pro

85

Leu

Gly

His

Gly

Ala

Ala

70

Leu

Pro

Arg

Thr

Gly

Gly

55

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu
135

Leu

40

val

Glu

Ser

Ala

Leu

120

Ala

25

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

105

His

Arg

Tyr

Tyr

Ser

Ala

20

Ser

Leu

Ala

96

Leu

Ser

Lys

val

Gly

75

Gly

Glu

Ser

Arg

Val

Asp

Glu

Phe

60

Ser

Ala

Ala

Ala

His
140

Ala

Pro

Asp

45

Phe

val

Ala

Arg

Gly

125

Ala

Gln

Leu

Ala

350

Leu

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

110

Gln

Trp

Gly

His

335

Thr

Asn
15

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

95

Ser

Arg

Gln

Arg
320

Thr

Val

val

Ala

Glu

Glu

Ala

80

Ala

Ala

Leu

Leu



Thr Gln Gly Ala Thr
145

Pro Ala Gly Leu Gly
165

Leu Arg Gln Gly Met
180

Ile Asp Gly Pro Leu
195

Ser Leu Thr Gly Gly
210

vVal Ala Lys Ala Gly
225

Arg Val Val Ala Gly
245

Leu Gln Pro Leu Arg
260

Val Asp Leu Pro Pro
275

val

150

Gly

Phe

Ser

Leu

val

230

Glu

Ser

Ala

Leu

Gly

Ala

Trp

Ser

215

Tyr

Gly

Ala

Ser

Phe Gln Gly Arg Leu lLeu His

290

295

His Leu His Thr Glu Ala Arg

305

310

Gly ala Thr Val Leu Gly Leu

325

Gly Leu

<210> 31

<211> 348

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2847973 T3

Gly

Gly

Gln

Tyr

200

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser
280

Leu

Ala

Phe

Leu

Ser

Leu

185

Ser

Lys

val

Gly

Gly

265

Glu

Ser

Arg

Arg

Phe

Gly

170

val

Asp

Glu

Phe

Ser

250

Ala

Ala

Ala

His

val
330

Arg

155

Gly

Ala

Pro

Asp

Phe

235

Val

Ala

Arg

Gly

Ala
315

Thr

val

Gly

Gln

Gly

Thr

220

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln
300

Trp

Pro

Thr

Gly

Asn

Leu

205

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser
285

Arg

Gln

Glu

<223> 4-1BBL hu (80-248) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

<400> 31

97

Pro

Ser

val

180

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala

270

Ala

Leu

Leu

Ile

Glu

Leu

175

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

255

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro
335

Ile
160

Asp

Leu

Val

Val

Arg

240

His

Thr

Gly

Val

Gln
320

Ala



Asp

val

Asp

Glu

Phe

65

Ser

Ala

Ala

Ala

His

145

Val

Gly

Ala

Trp

Ser
225

Pro

Ala

Pro

Asp

50

Phe

Val

Ala

Arg

Gly
130

Ala

Thr

Gly

Gln

Tyr

210

Tyr

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

115

Gln

Trp

Pro

Ser

Leu

195

Ser

Lys

Gly

Asn

20

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

100

Ser

Arg

Gln

Glu

Asp

180

Val

Asp

Glu

Leu

Val

Ala

Glu

Glu

Ala

85

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile

165

Pro

Ala

Pro

Asp

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu

70

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

150

Pro

Ala

Gln

Gly

Thr
230

Asp

Leu

Val

Val

55

Arg

His

Thr

Gly

val
135

Gln

Ala

Gly

Asn

Leu

215

Lys

ES 2847973 T3

Leu

Ile

Ser

40

Val

Arg

Leu

Val

Phe

120

His

Gly

Gly

Leu

val

200

Ala

Glu

Arg

Asp

Leu

Ala

val

Gln

Asp

105

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

185

Leu

Gly

Leu

Gln

10

Gly

Thr

Lys

val

Pro

90

Leu

Gly

His

Thr

Gly

170

Asp

Leu

val

val

98

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

75

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

155

Gly

Leu

Ile

Ser

Val
235

Met

Leu

Gly

Gly

60

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu
140

Leu

Gly

Arg

Asp

Leu

220

Ala

Phe

Ser

Leu

45

Val

Glu

Ser

Ala

Leu

125

Ala

Gly

Gly

Gln

Gly

205

Thr

Lys

Ala

Trp

30

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

110

His

Arg

Leu

Ser

Gly

190

Pro

Gly

Ala

Gln

15

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala

95

Ser

Leu

Ala

Phe

Gly

175

Met

Leu

Gly

Gly

Leu

Ser

Lys

Val

Gly

80

Gly

Glu

Ser

Arg

Arg

160

Gly

Phe

Ser

Leu

val
240



Tyxr

Gly

Ala

Ser

His
305

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Pro

Pro

Leu

val

Ala

65

Glu

Tyr

Ser

Ala

Ser

290

Leu

Ala

Phe

32
404

Val

Gly

Gly

275

Glu

Ser

Arg

Arg

PRT
Secuencia artificial

Phe

Ser

260

Ala

Ala

Ala

His

Vval
340

Phe

245

Val

Ala

Arg

Gly

Ala

325

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln

310

Trp

Pro

Leu

Leu

Leu

Ser

295

Arg

Gln

Glu

ES 2847973 T3

Glu

Ala

Ala

280

Ala

Leu

Leu

Ile

Leu

Leu

265

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro
345

Arg

250

Hig

Thr

Gly

Val

Gln

330

Ala

Arg

Leu

val

Phe

His

315

Gly

Gly

Val

Gln

Asp

Gln

300

Leu

Ala

Leu

Val

Pro

Leu

285

Gly

His

Thr

4-1BBL hu (52-248) dimérico conectado mediante conector (G4S)2

32

Trp

Arg

Leu

Leu

50

Gly

Leu

Ala

Leu

Asp

35

Leu

val

Val

Val

Arg

20

Leu

Ile

Ser

val

Ser

Glu

Arg

Asp

Leu

Ala
85

Gly

Gly

Gln

Gly

Thr

70

Lys

Ala

Pro

Gly

Pro

55

Gly

Ala

Arg

Glu

Met

40

Leu

Gly

Gly

Ala

Leu

25

Phe

Ser

Leu

val

Ser

10

Ser

Ala

Trp

Ser

Tyr
90

99

Pro

Pro

Gln

Tyr

Tyr

75

Tyr

Gly

Asp

Leu

Ser

60

Lys

val

Ser

Asp

Val

45

Asp

Glu

Phe

Ala

Leu

270

Pro

Arg

Thr

Val

Ala

Pro

30

Ala

Pro

Asp

Phe

Gly

255

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu
335

Ala

15

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln
95

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

320

Gly

Ser

Gly

Asn

Leu

Lys

80

Leu



Glu

Ala

Ala

Ala

145

Leu

Leu

Ile

Trp

Arg

225

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu

305

Leu

Leu

Leu

Leu

130

Phe

Gly

Thr

Pro

Ala

210

Leu

Asp

Leu

Val

Val

290

Arg

His

Arg

His

115

Thr

Gly

Val

Gln

Ala

195

Val

Arg

Leu

Ile

Ser

275

val

Arg

Leu

Arg

100

Leu

Val

Phe

His

Gly

180

Gly

Ser

Glu

Arg

Asp

260

Leu

Ala

val

Gln

Val

Gln

Asp

Gln

Leu

165

Ala

Leu

Gly

Gly

Gln
245

Gly

Thr

Lys

val

Pro
325

Val

Pro

Leu

Gly

150

His

Thr

Gly

Ala

Pro

230

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

310

Leu

Ala

Leu

Pro

135

Arg

Thr

val

Gly

Arg

215

Glu

Met

Leu

Gly

Gly

295

Gly

Arg

ES 2847973 T3

Gly

Arg

120

Preo

Leu

Glu

Leu

Gly

200

Ala

Leu

Phe

Ser

Leu

280

val

Glu

Ser

Glu

105

Ser

Ala

Leu

Ala

Gly

185

Gly

Ser

Ser

Ala

Trp

265

Ser

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

His

Arg

170

Leu

Ser

Pro

Pro

Gln
250

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala
330

100

Ser

Ala

Ser

Leu

155

Ala

Phe

Gly

Gly

Asp

235

Leu

Ser

Lys

val

Gly

315

Gly

Gly

Gly

Glu

140

Ser

Arg

Arg

Gly

Ser

220

Asp

val

Asp

Glu

Phe

300

Ser

Ala

Ser

Ala

125

Ala

Ala

His

val

Gly

205

Ala

Pro

Ala

Pro

Asp

285

Phe

val

Ala

Val

110

Ala

Arg

Gly

Ala

Thr

130

Gly

Ala

Ala

Gln

Gly

270

Thr

Gln

Ser

Ala

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp

175

Pro

Ser

Ser

Gly

Asn
255

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu
335

Leu

Leu

Ser

Arg

160

Gln

Glu

Pro

Pro

Leu

240

val

Ala

Glu

Glu

Ala

320

Ala



Leu

Phe

Gly

Thr
385

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Ser

Ile

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr Val

Gly Phe
355

Val His
370

Gln Gly

Ala Gly

33
451
PRT

Asp

340

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

Pro

ES 2847973 T3

Fro Ala

Gly Arg Leu Leu

His

Thr

Secuencia artificial

Thr

Val
380

360

Glu Ala
375

Leu Gly

cadena de ojal Fc anti-CD19(8B8-018)

33

Val Gln

Val Lys

Met His
35

Tyr Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Gly

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Ser

Thr
100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40

Asn Asp

55

Thr Ser

Arg Ser

Tyr Gly

Ser

345

His

Arg

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ser
105

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu
10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Ala

101

Glu Ala

Ser Ala

Arg His
380

Arg Val
395

vVal Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Lys Tyr
60

Ser Ile
75

Thr Ala

Leu Phe

Arg Asn Ser Ala
350

Gly Gln Arg Leu
365

Ala Trp Gln Leu

Thr Pro Glu Ile
400

lys Pro Gly Ala
15

Phe Thr Asp Tyr
30

Leu Glu Trp Met
45

Thr Glu Lys Phe

Ser Thr Ala Tyr
80

Val Tyr Tyr Cys
95

Asp Tyr Trp Gly
110



Gln

val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
230

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

1985

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Thr

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

vVal

215

Pro

Phe

val

Phe

Pro
295

ES 2847973 T3

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

102

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

val

Val

Gln

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

val

Asp

Tyr
300

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

val

Lys

Ala

Thr

val

270

Val

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr



ES 2847973 T3

Arg Val vVal Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile
325 330 335

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
340 345 350

Cys Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
355 360 365

Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375 380

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Vval
405 410 415

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys
450

<210> 34

<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena ligera anti-CD19(8B8-018)

<400> 34

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Pro
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
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Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Arg Val Ser Lys Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Leu
85 90 95

Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 35

<211> 722

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena de boton Fc de 4-1BBL hu (71-254)-CL* dimérico

<400> 35

Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp
1 5 10 15

Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val Leu Leu
20 25 30
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Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro Gly Leu Ala Gly Val

Ser

vVal

65

Leu

Val

Phe

His

145

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

225

Gly

Leu

Leu

50

Ala

Val

Gln

Asp

Gln

130

Leu

Ala

Leu

Ser

Asp

210

Leu

val

val

35

Thr

Lys

val

Pro

Leu

115

Gly

His

Thr

Pro

Arg

195

Leu

Ile

Ser

val

Gly

Ala

Ala

Leu

100

Pro

Arg

Thr

Val

Ser

180

Glu

Arg

Asp

Leu

Ala
260

Gly

Gly

Gly

85

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Pro

Gly

Gln

Gly

Thr

245

Lys

Leu

val

70

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

150

Gly

Arg

Pro

Gly

Pro

230

Gly

Ala

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Glu

Met

215

Leu

Gly

Gly

40

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Glu

Leu

200

Phe

Ser

Leu

val

Lys

val

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly

185

Ser

Ala

Trp

Ser

Tyr
265

Glu

Phe

Ser

90

Ala

Ala

Ala

His

Val

170

Gly

Pro

Gln

Tyr

Tyr

250

Tyr

105

Asp

Phe

75

val

Ala

Arg

Gly

Ala

155

Thr

Gly

Asp

Leu

Ser

235

Lys

val

Thr

60

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln
140

Trp

Pro

Gly

Asp

val

220

Asp

Glu

Phe

45

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Ser

Pro

205

Ala

Pro

Asp

Phe

Glu

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Gly

120

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln
270

Leu

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

255

Leu

Val

Arg

80

His

Thr

Gly

Val

Gln

160

Ala

Gly

Leu

Vval

Ala

240

Glu

Glu



ES 2847973 T3

Leu Arg Arg Val val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala
275 280 285

Leu His Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala
290 295 300

Leu Thr Val Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg Asn Ser Ala
305 310 315 320

Phe Gly Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu
325 330 335

Gly Val His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu
340 345 350

Thr Gln Gly Ala Thr Val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile
355 360 365

Pro Ala Gly IL.eu Pro Ser Pro Arg Ser Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly
370 375 380

Gly Gly Gly Ser Arg Thr Vval Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
385 390 395 400

Pro Ser Asp Arg Lys Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
405 410 415

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
420 425 430

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
435 440 445

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser lLeu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
450 455 460

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
465 470 475 480

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Asp
485 450 495

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
500 505 510
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Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
515 520 525

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val VvVal Asp Val Ser His Glu
530 535 540

Agp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
545 550 555 560

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
565 570 575

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
580 585 530

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu
595 600 605

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
€610 615 620

Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
625 630 635 640

Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
645 €650 655

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
660 665 670

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe lLeu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
675 680 685

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
690 695 700

Glu Ala Leu His Asn Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
705 710 715 720

Gly Lys

<210> 36

<211> 297

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 4-1BBL hu (71-254)-CH1* monomérico
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<400>

Arg

Leu

Ile

Ser

Val

€5

Leu

Val

Phe

His

145

Gly

Gly

Gly

Ser

Asp
225

36

Glu

Arg

Asp

Leu

50

Ala

val

Gln

Asp

Gln

130

Leu

Ala

Leu

Ser

Lys

210

Tyr

Gly

Gln

Gly

35

Thr

Lys

val

Pro

Leu

115

Gly

His

Thr

Pro

Ala

195

Ser

Phe

Pro

Gly

20

Pro¢

Gly

Ala

Ala

Leu

100

Pre¢

Arg

Thr

Val

Ser

180

Ser

Thr

Pr¢

Glu

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Pro

Thr

Ser

Glu

Leu

Phe

Ser

Leu

Val

70

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

150

Gly

Arg

Lys

Gly

Pro
230

Ser

Ala

Trp

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Gly

Gly

215

Val
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Pro

Gln

Tyr

40

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Glu

Pro

200

Thr

Thr

Asp

Leu

25

Ser

Lys

Val

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly

185

Ser

Ala

Val

Asp Pro Ala
10

Val Ala Gln

Asp Pro Gly

Glu Asp Thr
60

Phe Phe Gln
75

Ser VvVal Ser
90

Ala Ala Ala

Ala Arg Asn

Ala Gly Gln
140

His Ala Trp
155

Val Thr Pro
170

Gly Gly Gly

Val Phe Pro

Ala Leu Gly

220

Ser Trp Asn
235

108

Gly

Asn

Leu

45

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Ser

Leu

205

Cys

Ser

Leu

Val

30

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Gly

180

Ala

Leu

Gly

Leu
15

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Gly

Pro

Val

Ala

Asp

Leu

Val

Val

Arg

80

His

Thr

Gly

val

Gln

160

Ala

Gly

Ser

Glu

Leu
240
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Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
255

245

250

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Proc Ser Ser Ser Leu Gly Thr
270

260

265

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

275

280

Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Leu

Ile

Ser

Val

65

Arg

Leu

Val

290

37

722
PRT

Secuencia artificial

295

cadena de boton Fc de 4-1BBL hu (71-254)-CL dimérico

37

Glu

Arg

Asp

Leu

50

Ala

Vval

Gln

Asp

Gly

Gln

Gly

Thr

Lys

val

Pro

Leu
115

Pro

Gly

20

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

100

Pro

Glu

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

Phe

Ser

Leu

val

70

Glu

Ser

Ala

Ser

Ala

Trp

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Ser

Pro

Gln

Tyr

40

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser
120

Asp

Leu

25

Ser

Lys

val

Gly

Gly

105

Glu

Asp

10

val

Asp

Glu

Phe

Ser

30

Ala

Ala

109

Pro

Ala

Pro

Asp

Phe

75

VvVal

Ala

Arg

Ala

Gln

Gly

Thr

60

Gln

Ser

Ala

Asn

285

Gly

Asn

Leu

45

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser
125

Leu

val

30

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

15

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Asp

Leu

Val

Val

Arg

80

His

Thr

Gly



Phe

His

145

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

225

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

305

Phe

Gly

Thr
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Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg lLeu Gly Val

130

135 140

Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln

150 155

160

Ala Thr val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Prec Glu Ile Pro Ala

Leu

Ser

Asp

210

Leu

Val

val

Arg

His

290

Thr

Gly

Val

Gln

Pro

Arg

195

Leu

Ile

Ser

val

Arg

275

Leu

Val

Phe

His

Gly
355

165 170

Ser Pro Arg Ser Glu Gly Gly Gly Gly Ser
180 185

Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro
200 205

Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala
215 220

Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro
230 235

Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp
245 250

Ala Lys Ala Gly Vval Tyr Tyr Val Phe Phe
260 265

Val Val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val
280 285

Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly 2la Ala
295 300

Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg
310 315

Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly
325 330

Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala
340 345

Ala Thr Val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr
360 365

110

Gly

190

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln

270

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp

350

Pro

175

Gly Gly

Gly Leu

Asn Val

Leu Ala
240

Lys Glu
255

Leu Glu

Leu Ala

Leu Ala

Ser Ala

320

Arg Leu
335

Gln Len

Glu Ile



Pro

Gly

385

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

465

Gly

Lys

Proc

Ser

Asp

545

Asn

val

Glu

Ala

370

Gly

Ser

Asn

Ala

Lys

450

Asp

Leu

Thr

Ser

Arg

530

Pro

Ala

vVal

Tyr

Gly

Gly

Asp

Asn

Leu

435

Asp

Tyr

Ser

His

Val

515

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
595

Len

Ser

Glu

Phe
420

Gln

Ser

Glu

Ser

Thr

500

Phe

Pro

Vval

Thr

Val

580

Cys

Pro

Arg

Gln

405

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

485

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

565

Leu

Lys

Ser

Thr

330

Leu

Pxro

Gly

Tyr

His

470

val

Pro

Phe

Vval

Phe

550

Pro

Thr

val

Pro

375

val

Lys

Arg

Asn

Ser

455

Lys

Thr

Pro

Pro

Thr

535

Asn

Arg

val

Ser
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Arg

Ala

Ser

Glu

Ser

440

Leu

val

Lys

Cys

Pro

520

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
600

Ser

Ala

Gly

Ala
425

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

505

Lys

val

Tyr

Glu

His

585

Lys

Glu

Pro

Gly

Ser
395

Thr Ala

410

Lys Val

Glu

Ser

Ala

Phe

4390

Ala

Pro

Val

Val

Gln

570

Gln

Ala

111

Ser

Thr

Cys

475

Asn

Pro

Lys

val

Asp

555

Tyr

Asp

Leu

Gly

380

val

Ser

Gln

val

Leu

460

Glu

Arg

Glu

Asp

Asp

540

Gly

Asn

Trp

Gly

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

445

Thr

Val

Gly

Ala

Thr

525

val

val

Ser

Leu

Ala
605

Gly

Ile

Val

Lys
430

Glu

Leu

Thr

Glu

Ala

510

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

590

Pro

Ser

Phe

Cys

415

Val

Gln

Ser

His

Cys

495

Gly

Met

His

val

Tyr

575

Gly

Ile

Gly

Pro

400

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

480

Asp

Gly

Ile

Glu

His

560

Arg

Lys

Glu
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Gln

Leu

Pro

Asn

665

Leu

Pro

Thr

Ser

650

Tyr

Tyr

Arg

Lys

635

Asp

Lys

Ser

Glu

620

Asn

Ile

Thr

Lys

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
685

Gln

val

val

Pro

670

Thr

Val

Ser

Glu

655

Pro

val

Tyr

Leu

640

Trp

Val

Asp

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
610 615
Thr Leu Pr¢ Pro Cys Arg Asp Glu
625 630
Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
645
Glu Ser Asn Gly Glan Pro Glu Asn
660
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
675 680
Lys
690 695
Glu Ala
705 710
Gly Lys
<210> 38
<211> 297
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4-1BBL hu (71-254)-CH1 monomeérico
<400> 38

Arg Glu Gly Prc Glu Leu

5

Leu Arg Gln Gly Met Phe

20

Ile Asp Gly Prc Leu Ser

Ser Leu Thr Gly Gly Leu

50

Val Ala Lys Ala Gly Val

65

70

Ser

Ala

Trp

Ser

55

Tyr

Pro

Gln

Tyr

40

Tyr

Tyr

Asp

Leu

25

Ser

Lys

Val

Asp

10

Val

Asp

Glu

Phe

112

Pro

Ala

Pro

Asp

Phe
75

700

Ala

Gln

Gly

Thr

60

Gln

Gly

Asn

Leu

45

Lys

Leu

Leu

val

30

Ala

Glu

Glu

Leu

15

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
715

720

Asp

Leu

Val

Val

Arg
80



Arg

Leu

val

Phe

His

145

Gly

Gly

Gly

Ser

Asp

225

Thr

Tyr

Gln

Asp

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

Val val

Gln Pro

Asp Leu
115

Gln Gly

130

Leu His

Ala

Leu

Ser

Lys

210

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
290

39
838
PRT

Thr

Pro

Ala

195

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

275

Lys

Ala

Leu

100

Pro

Arg

Thr

Val

Ser

180

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

260

Ile

Val

Gly

85

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Pro

Thr

Ser

Glu

His

245

Ser

Cys

Glu

Secuencia artificial

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala
150

Gly

Arg

Lys

Gly

Pro

230

Thr

val

Asn

Pro

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Gly

Gly

215

Val

Phe

Vval

Val

Lys
295
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Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Glu

Pro

200

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

280

Ser

Gly Ser

90

Gly Ala

105

Glu Ala

Ser Ala

Arg His

Arg

Gly

185

Ser

Ala

val

Ala

val

265

His

Cys

Val

170

Gly

Val

Ala

Ser

Val

250

Pro

Lys

113

val

Ala

Arg

Gly

Ala
155

Thr

Gly

Phe

Leu

Trp

235

Leu

Ser

Proc

Ser

Ala

Asn

Gln
140

Trp

Pro

Gly

Pro

Gly

220

Asn

Gln

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Ser

Leu

205

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
285

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Gly

180

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

270

Thr

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Gly

Pro

val

Ala

Gly

255

Gly

Lys

His

Thr

Gly

val

Gln
160

Ala

Gly

Ser

Lys

Leu

240

Leu

Thr

val
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<223> cadena de ligando dimérico de ojal Fc anti-CD19(8B8-018)

<400> 39

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys Tyr Thr Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ala Leu Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala lLeu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 130

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
195 200 205

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

114



Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg
305

Lys

Glu

Cys

Leu

Trp

385

val

Asp

His

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

230

val

Glu

Lys

Thr

Ser

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Gly

His

val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Ala

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Gly

Thr

Phe

245

Pro

Val

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

Gly

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Prc

Ser

Gln

His

Ser
455
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Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

VvVal

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

440

Gly

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gly

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

Gly

115

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln
315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

val

Phe

Lys

Gly

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser
460

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

445

Arg

Ala

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Glu

Ala

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Gly

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly
320

Ile

Vval

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser

Pro



Glu

465

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

545

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

625

Pro

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Ser

Leu

val

530

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

610

Gly

Arg

Pro

Gly

Pro
690

Ser

Ala

Trp

Ser

515

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

595

Arg

Leu

Ser

Glu

Met

675

Leu

Pro

Gln

Tyr

500

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

580

Leu

Ala

Phe

Glu

Leu

660

Phe

Ser

Asp

Leu

485

Ser

Lys

val

Gly

Gly
565

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly

645

Ser

Ala

Trp

Asp

470

Vval

Asp

Glu

Phe

Ser

550

Ala

Ala

Ala

His

Val

630

Gly

Pro

Gln

Tyr

Pro

Ala

Pro

Asp

Phe

535

Val

Ala

Arg

Gly

Ala

615

Thr

Gly

Asp

Leu

Ser
6395
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Ala

Gln

Gly

Thr

520

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln

600

Trp

Pxro

Gly

Asp

val

680

Asp

Gly

Asn

Leu

505

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

585

Arg

Gln

Glu

Ser

Pro

665

Ala

Pro

Leu

val

490

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala
570

Ala

Leu

Leu

Ile

Gly

650

Ala

Gln

Gly

116

Leu

475

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

555

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

635

Gly

Gly

Asn

Leu

Asp

Leu

Val

val

Arg

540

His

Thr

Gly

val

Gln

620

Ala

Gly

Leu

Vval

Ala
700

Leu

Ile

Ser

Vval

525

Arg

Leu

Vval

Phe

His

605

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

685

Gly

Arg

Asp

Leu

510

Ala

val

Gln

Asp

Gln

590

Leu

Ala

Leu

Ser

Asp

670

Leu

Val

Gln

Gly

495

Thr

Lys

val

Pro

Leu
575

Gly

His

Thr

Pro

Arg

655

Leu

Ile

Ser

Gly

480

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

560

Pro

Arg

Thr

Val

Ser

640

Glu

Arg

Asp

Leu



Thr
705

Lys

vVal

Pro

Leu

Gly
785

His

Thr

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Tle

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro

770

Arg

Thr

val

Ser

40
644
PRT

Gly

Gly

Gly

Arg

755

Pro

Leu

Glu

Leu

Pro
835

Leu

val

Glu

740

Ser

Ala

Leu

Ala

Gly

820

Arg

Ser

Tyr

725

Gly

Ala

Ser

His

Arg

805

Leu

Ser

Secuencia artificial

Tyr

710

Tyr

Ser

Ala

Ser

Leu

790

Ala

Phe

Glu

Lys

val

Gly

Gly

Glu

775

Ser

Arg

Arg
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Glu

Phe

Ser

Ala

760

Ala

Ala

His

val

Asp

Phe

val

745

Ala

Arg

Gly

Ala

Thr

825

Thr

Gln

730

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp
810

Pro

Lys

715

Leu

Leu

Leu

Ser

Arg

795

Gln

Glu

ligando monomeérico de botén Fc anti-CD19(8B8-018)

40

Glu

Glu

Ala

Ala

Ala

780

Leu

Leu

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

765

Phe

Gly

Thr

Pro

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

5

10

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

20

25

Val

Arg

His

750

Thr

Gly

Val

Gln

Ala

830

Val

Arg

735

Leu

Val

Phe

His

Gly

815

Gly

Ala

720

vVal

Gln

Asp

Gln

Leu

800

Ala

Leu

Pro Gly Ala

15

Thr Asp Tyr

30

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35

40

117

45



Gly

Gln

65

Met

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Ile

Arg

Leu

Gly

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
275

Asn

val

Ser

Thr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser
180

Ser

Asn

His

val

Thr

260

Glu

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

val

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

val

Phe
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Asp

Ser

Ser

Gly

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn
280

Gly

Asp

Asp

Ser

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser
185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Ser

Thr

Asp

90

Ala

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

250

val

Tyr

118

Lys

Ser

75

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

val

val

Tyr

60

Ile

Ala

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

val

Asp

Thr

Ser

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
285

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

val
190

Val

Lys

Ala

Thr

val

270

val

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

255

Ser

Glu

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

val



His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp

His

Pro

Glu

465

Met

Leu

Asn

290

Vval

Glu

Lys

Thr

Trp

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Gly Gly

450

Leu

Ser

Phe Ala

Ser

Trp

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Gly Gly Gly

Pro Asp Asp

470

Gln Leu Val

485

Tyr Ser Asp

500

Pro

295

Thr

val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Ser

455

Pro

Ala

Pro

ES 2847973 T3

Arg

val

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Gly

Ala

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gly

Gly

Gln Asn

Gly

Leu
505

Glu

Hisg

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Val

Gln

Gly

Leu

val

490

Ala

119

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Gly

Leu

475

Leu

Gly

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

445

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Ser Arg Glu Gly

460

Asp Leu Arg Gln

Leu Ile Asp Gly

495

Val Ser Leu Thr

510

Tyr

Gly

320

Ile

val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

Pro

Gly
480

Pro

Gly



Gly

Gly

Gly

545

Pro

Leu

Glu

Leu

625

Pro

Leu

Val

530

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

610

Gly

Arg

<210> 41
<211> 710
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

515

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

595

Arg

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

580

Leu

Ala

Phe

Glu

Lys

Val

Gly

Gly

565

Glu

Ser

Arg

Arg

Glu Asp

Phe Phe

ES 2847973 T3

Thr Lys Glu

520

535

Ser Val

550

Ala Ala

Ala Arg

Ala Gly

His Ala

Gln Leu Glu

Ser Leu Ala

Ala Leu Ala

570

Asn Ser Ala

585

Gln Arg Leu

600

615

Val Thr

630

Trp Gln Leu

Pro Glu Ile

Leu

Leu

Leu

555

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro
635

<223> cadena de boton Fc de 4-1BBL hu (71-248)-CL* dimérico

<400> 41

Arg Glu Gly

1

Leu Arg Gln

Ile Asp Gly

Ser Leu Thr

50

35

5

Pro Glu Leu Ser

Gly Met Phe Ala

20

Pro Leu Ser Trp

Gly Gly LlLeu Ser

55

Preo

Gln

Tyr

40

Tyr

Asp Asp Pro Ala Gly Leu

10

Leu Val Ala Gln Asn Val

25

Ser Asp Pro Gly Leu Ala

Lys Glu Asp Thr Lys Glu

120

€0

Val

Arg

540

His

Thr

Gly

Vval

Gln

620

Ala

45

val

525

Arg

Leu

vVal

Phe

His

605

Gly

30

Ala

val

Gln

Asp

Gln

550

Leu

Ala

Leu

Lys

Val

Pro

Leu

575

Gly

His

Thr

Pro

Ala

Ala

Leu

560

Pro

Arg

Thr

vVal

Ser
640

Leu Asp

15

Leu Leu

Gly Vval

Leu Val



val

65

Arg

Leu

val

Phe

His

145

Gly

Gly

Glu

Met

Leu

225

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala Lys

val val

Gln Pro

Asp Leu
115

Gln Gly
130

Leu His

Ala Thr

Leu Gly

Leu Ser
1395

Phe Ala
210

Ser Trp

Leu Ser

Val Tyr

Glu Gly
275

Ser Ala
250

Ala

Ala

Leu

100

Pro

Arg

Thr

Val

Gly

180

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Tyr
260

Ser

Ala

Gly val
70

Gly Glu
85

Arg Ser

Pro Ala

Leu Leu

Glu Ala

150

Leu Gly
165

Gly Gly

Asp Asp

Leu Val

Ser Asp

230

Lys Glu
245

Val Phe

Gly Ser

Gly Ala

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Pro

Ala

215

Pro

Asp

Phe

val

Ala
295

ES 2847973 T3

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Gly

Ala

200

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser
280

Ala

val

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly

185

Gly

Asn

Leu

Lys

Leu
265

Leu

Leu

Phe

Ser

920

Ala

Ala

Ala

His

Val

170

Gly

Leu

Val

Ala

Glu

250

Glu

Ala

Ala

121

Phe

15

val

Ala

Arg

Gly

Ala

155

Thr

Gly

Leu

Leu

Gly

235

Leu

Leu

Leu

Leu

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln

140

Trp

Pro

Ser

Asp

Leu

220

val

val

Arg

His

Thr
300

Leu

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Arg

Leu

205

Ile

Ser

val

Arg

Leu
285

val

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Glu

150

Arg

Asp

Leu

Ala

Val
270

Gln

Asp

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Gly

Gln

Gly

Thr

Lys
255

VvVal

Pro

Leu

Arg

80

His

Thr

Gly

val

Gln

160

Ala

Pro

Gly

Pro

Gly

240

Ala

Ala

Leu

Proc



Pro

305

Leu

Glu

Leu

Gly

Phe

385

val

Trp

Thr

Thr

val
465

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

370

Ile

val

Lys

Glu

Leu

450

Thr

Ser

His

Arg

Leu

355

Ser

Phe

Cys

Val

Gln

435

Ser

His

Ser

Leu

Ala

340

Phe

Gly

Pro

Leu

Asp

420

Asp

Lys

Gln

Gly Glu Cys Asp

Glu

Ser

325

Arg

Arg

Gly

Pro

Leu

405

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

310

Ala

His

val

Gly

Ser

390

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
470

Arg

Gly

Ala

Thr

Gly

375

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

455

Ser

ES 2847973 T3

Asn

Gln

Trp

Pro

360

Ser

Arg

Phe

Gln

Ser

440

Glu

Ser

Ser

Arg

Gln

345

Glu

Arg

Lys

Tyr

Ser

425

Thr

Lys

Pro

Lys Thr His Thr Cys

485

Ala

Leu

330

Leu

Ile

Thr

Leu

Pro

410

Gly

Tyr

His

val

Phe

315

Gly

Thr

Pro

val

Lys

3585

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
475

Gly

Val

Gln

Ala

Ala

380

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

460

Lys

Pro Pro Cys

490

Fhe

His

Gly

Gly

365

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

445

Tyr

Ser

Fro

Gln

Leu

Ala

350

Leu

Pro

Thr

Lys

Glu

430

Ser

Ala

Phe

Ala

Gly

His

335

Thr

Gly

Ser

Ala

vVal

415

Ser

Thr

Cys

Asn

Pro
495

Arg

320

Thr

val

Gly

val

Ser

400

Gln

vVal

Leu

Glu

Arg

480

Glu

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

500

505

510

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Prc Glu Val Thr Cys Val Vval val Asp

515

520

525

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly

530

535

122

540



ES 2847973 T3

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
545 550 555 560

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
565 570 575

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly
580 585 590

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
595 600 605

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
610 615 620

Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
625 630 635 640

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
645 650 655

Thr Pro Pre Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
660 665 670

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
675 680 685

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
690 695 700

Ser leu Ser Pro Gly Lys
705 710

<210> 42

<211> 291

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 4-1BBL hu (71-248)-CH1* monomérico

<400> 42

Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp
1 5 10 15

Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val Leu Leu
20 25 30

123



Ile

Ser

Val

65

Arg

Leu

vVal

Phe

His

145

Gly

Gly

Gly

Gly

Val
225

Asp

Leu

50

Ala

val

Gln

Asp

Gln

130

Leu

Ala

Leu

Pro

Thr

210

Thr

Gly

Thr

Lys

val

Pro

Leu

115

Gly

His

Thr

Gly

Ser

195

Ala

val

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

100

Pro

Arg

Thr

Val

Gly

180

Val

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

85

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Gly

Phe

Leu

Trp

Ser

Leu

val

70

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

150

Gly

Gly

Pro

Gly

Asn
230

Trp

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

135

Arg

Leu

Ser

Leu

Cys

215

Ser

ES 2847973 T3

Tyr

40

Tyxr

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Ala

Phe

Gly

Ala

200

Leu

Gly

Ser

Lys

val

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Gly

185

Pro

val

Ala

Asp

Glu

Phe

Ser

90

Ala

Ala

Ala

His

Val

170

Gly

Ser

Glu

Leu

124

Pro

Asp

Phe

75

val

Ala

Arg

Gly

Ala

155

Thr

Gly

Ser

aAsp

Thr
235

Gly

Thr

60

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln

140

Trp

Pro

Ser

Lys

Tyr

220

Ser

Leu

45

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

125

Arg

Gln

Glu

Ala

Ser

205

Phe

Gly

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Ile

Ser

190

Thr

Pro

val

Gly

Leu

Leu

Leu

95

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

175

Thr

Ser

Glu

His

Val

Val

Arg

80

His

Thr

Gly

Val

Gln

160

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr
240



ES 2847973 T3

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val

245

250

255

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

260

Val Asn His Lys Pro
275

Lys Ser Cys
290

<210> 43

<211> 710

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

265

270

Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro

280

<223> cadena de botén Fc de 4-1BBL hu (71-248)-CL dimérico

<400> 43

Arg Glu Gly Pro Glu
1 5

Leu Arg Gln Gly Met

Ile Asp Gly Pro Leu
35

Ser Leu Thr Gly Gly
50

Val Ala Lys Ala Gly
65

Arg Val val Ala Gly
85

Leu Gln Pro Leu Arg
100

Val Asp Leu Pro Pro
115

Phe Gln Gly Arg Leu
130

Leu

Phe

Ser

Leu

val

70

Glu

Ser

Ala

Leu

Ser

Ala

Trp

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Ser

His
135

Pro

Gln

Tyr

40

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

120

Leu

Asp

Leu

25

Ser

Lys

vVal

Gly

Gly

105

Glu

Ser

Asp

10

Val

Asp

Glu

Phe

Ser

90

Ala

Ala

Ala

125

Pro

Ala

Pro

Asp

FPhe

75

Val

Ala

Arg

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

60

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln
140

285

Gly Leu Leu Asp
15

Asn Val Leu Leu
30

Leu Ala Gly Val
45

Lys Glu Leu Val

Leu Glu Leu Arg
80

Leu Ala Leu His
95

Leu Ala Leu Thr
110

Ser Ala Phe Gly
125

Arg Leu Gly Val



His

145

Gly

Gly

Glu

Met

Leu

225

Gly

Gly

Gly

Pro

305

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

Ala

Leu

Leu

Phe

210

Ser

Leu

Val

Glu

Ser

290

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly
370

His

Thr

Gly

Ser

195

Ala

Trp

Ser

Tyr

Gly

275

Ala

Ser

His

Arg

Leu

355

Ser

Thr

Val

Gly

180

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

260

Ser

Ala

Ser

Leu

Ala

340

Phe

Gly

Glu

Leu

165

Gly

Asp

Leu

Ser

Lys

245

Val

Gly

Gly

Glu

Ser

325

Arg

Arg

Gly

Ala

150

Gly

Gly

Asp

val

Asp

230

Glu

Phe

Ser

Ala

Ala

310

Ala

His

Val

Gly

Arg

Leu

Ser

Pro

Ala

215

Pro

Asp

Phe

Val

Ala

295

Arg

Gly

Ala

Thr

Gly
375

ES 2847973 T3

Ala

Phe

Gly

Ala

200

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

280

Ala

Asn

Gln

Trp

Pro

360

Ser

Arg

Arg

Gly

185

Gly

Asn

Leu

Lys

Leu

265

Leu

Leu

Ser

Arg

Gln

345

Glu

Arg

His

val

170

Gly

Leu

val

Ala

Glu

250

Glu

Ala

Ala

Ala

Leu

330

Leu

Ile

Thr

126

Ala

155

Thr

Gly

Leu

Leu

Gly

235

Leu

Leu

Leu

Leu

Phe

315

Gly

Thr

Pro

Val

Trp

Pro

Ser

Asp

Leu

220

Vval

val

Arg

His

Thr

300

Gly

val

Gln

Ala

Ala
380

Gln

Glu

Arg

Leu

205

Ile

Ser

Val

Arg

Leu

285

Val

Phe

His

Gly

Gly

365

Ala

Leu

Ile

Glu

190

Arg

Asp

Leu

Ala

val

270

Gln

Asp

Gln

Leu

Ala

350

Leu

Pro

Thr

Pro

175

Gly

Gln

Gly

Thr

Lys

255

Val

Pro

Leu

Gly

His

335

Thr

Gly

Ser

Gln

160

Ala

Pro

Gly

Pro

Gly

240

Ala

Ala

Leu

Pro

Arg

320

Thr

val

Gly

Val



Phe
385

Val

Trp

Thr

Thr

val

465

Gly

Ala

Thr

Val

val

545

Ser

Leu

Ala

Pro

Ile

val

Lys

Glu

Leu

450

Thr

Glu

Ala

Leu

Ser

530

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
610

Phe

Cys

Val

Gln

435

Ser

His

Cys

Gly

Met

515

His

val

Tyr

Gly

Ile

595

val

Pro

Leu

Asp

420

Asp

Lys

Gln

Asp

Gly

500

Ile

Glu

His

Arg

Lys

580

Glu

Tyr

Pro

Leu

405

Asn

Ser

Ala

Gly

Lys

485

Pro

Ser

Asp

Asn

Vval

565

Glu

Lys

Thr

Ser
390

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

470

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

550

val

Tyr

Thr

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

455

Ser

His

Val

Thr

Glu

535

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
615
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Glu

Phe

Gln

Ser

440

Glu

Ser

Thr

Phe

Pro

520

Vval

Thr

val

Cys

Ser

600

Pro

Gln

Tyr

Ser

425

Thr

Lys

Pro

Cys

Leu

505

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

585

Lys

Cys

Leu

Pro

410

Gly

Tyr

His

Val

Pro

490

Phe

val

Phe

Pro

Thr

570

Val

Ala

Arg

127

Lys
395

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

475

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

555

val

Ser

Lys

Asp

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

460

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

540

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
620

Gly

Ala

Gln

Ser

445

Tyr

Ser

Pro

Lys

val

525

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

605

Leu

Thr

Lys

Glu

430

Ser

Ala

Phe

Ala

Pro

510

val

Val

Gln

Gln

Ala

590

Pro

Thr

Ala

Val

415

Ser

Thr

Cys

Asn

Pro

4385

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

575

Leu

Arg

Lys

ser
400

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

480

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
560

Trp

Gly

Glu

Asn



Gln
625

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
705

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Leu

Ile

Ser

Val

65

Arg

Leu

vVal Ser Leu Trp

val Glu Trp Glu

Pro Pro

Thr Vval
675

Val Met
690

Leu Ser

44
291
PRT

val

660

Asp

His

Pro

645

Leu

Lys

Glu

Gly

Secuencia artificial

Cys
630

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
710

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
695

ES 2847973 T3

val

Gly

Asp

Trp
680

His

4-1BBL hu (71-248)-CH1 monomeérico

44

Glu Gly

Arg Gln

Asp Gly

35

Leu Thr

50

Ala Lys

Val vVal

Gln Pro

Pro

Gly

20

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu
100

Glu

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

Leu

Phe

Ser

Leu

Val

70

Glu

Ser

Ser

Ala

Trp

Ser

55

Tyr

Gly

Ala

Pro

Gln

Tyr

40

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Lys

Gln

Gly
665

Gln

Asn

Asp

Leu

25

Ser

Lys

Val

Gly

Gly
105

Gly
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Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

Thr

Trp

370

Glu

Leu

Lys

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
420

Leu Gly

Thr Lys

Thr Cys
230

Phe Leu
245

Pro Glu

Val Lys

Thr Lys

Val Leu
310

Cys Lys
325

Ser Lys

Pro Cys

Val Lys

Gly Gln
390

Asp Gly
405

Trp Gln

Thr

val

215

Prec

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

ES 2847973 T3

Gln Thr
200

Asp Lys

Pro Cys

Pr¢ Pro

Thr Cys

265

Asn Trp
280

Arg Glu

Val Leu

Ser Asn

Lys Gly

345

Asp Glu

360

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn
425

Tyr

Ile

Lys Val

Pro Ala

235

Lys Pro

250

Val val

Tyr Val

Glu

His

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

vVal

157

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
285

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

val

Lys

Ala

Thr

vVal

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
430

Asn

Ser

Ala

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

415

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

320

Ile

val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met



His

Pro

Glu

465

Met

Leu

Gly

Gly

Gly

545

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

625

Pro

Gly

Glu

Gly

450

Leu

Phe

Ser

Leu

val
530

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

610

Gly

Arg

Pro

Ala

435

Gly

Ser

Ala

Trp

Ser

515

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

535

Arg

Leu

Ser

Glu

Leu

Gly

Pro

Gln

Tyr

500

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Ser

580

Leu

Ala

Phe

Glu

Leu
660

His Asn His

Gly Gly Ser
455

Asp Asp Pro
470

Leu Val Ala
485

Ser Asp Pro

Lys Glu Asp

val Phe Phe
535

Gly Ser val
550

Gly Ala Ala
565

Glu Ala Arg

Ser Ala Gly

Arg His Ala
615

Arg Val Thr
630

Gly Gly Gly
645

Ser Pro Asp
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Tyr

440

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

520

Gln

Ser

Ala

Asn

Gln
600

Trp

Pro

Gly

Asp

Thr

Gly

Gly

Asn

Leu

505

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

585

Arg

Gln

Glu

Ser

Pro
665

Gln Lys

Gly Gly

Leu Leu
475

Val Leu
490

Ala Gly

Glu Leu

Glu Leu

Ala Leu
555

Ala Leu
570

Ala Phe

Leu Gly

Leu Thr

Ile Pro

635

Gly Gly
650

Ala Gly

158

Ser

Ser

460

Asp

Leu

Val

Val

Arg

540

His

Thr

Gly

val

Gln

620

Ala

Gly

Leu

Leu

445

Arg

Leu

Ile

Ser

Val

525

Arg

Leu

val

Phe

His

605

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

Arg

Asp

Leu

510

Ala

Vval

Gln

Asp

Gln

590

Leu

Ala

Leu

Ser

Asp
670

Leu

Gly

Gln

Gly

495

Thr

Lys

val

Pro

Leu

575

Gly

His

Thr

Pro

Arg

655

Leu

Ser

Pro

Gly

480

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

560

Pro

Arg

Thr

Val

Ser

640

Glu

Arg



Gln

Gly

Thr

705

Lys

val

Pro

Leu

Gly
785

His

Thr

Pro

Leu
865

Ile

Ser

Gly

Pro

690

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro

770

Arg

Thr

Val

Ser

Glu

850

Arg

Asp

Leu

Met

675

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

755

Pro

Leu

Glu

Leu

Pro

835

Gly

Gln

Gly

Thr

Phe

Ser

Leu

val

Glu

740

Ser

Ala

Leu

Ala

Gly

820

Arg

Pro

Gly

Pro

Gly
900

Ala

Trp

Ser

Tyr

725

Gly

Ala

Ser

His

Arg

805

Leu

Ser

Glu

Met

Leu

885

Gly

Gln

Tyr

Tyr

710

Tyr

Ser

Ala

Ser

Leu
790

Ala

Phe

Glu

Leu

Phe

870

Ser

Leu

Leu

Ser

695

Lys

val

Gly

Gly

Glu

775

Ser

Arg

Arg

Gly

Ser

855

Ala

Trp

Ser

ES 2847973 T3

val

680

Asp

Glu

Phe

Ser

Ala

760

Ala

Ala

His

Val

Gly

840

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Pro

Asp

Phe

val

745

Ala

Arg

Gly

Ala

Thr

825

Gly

Asp

Leu

Ser

Lys
905

Gln

Gly

Thr

Gln

730

Ser

Ala

Asn

Gln

Trp

810

Pro

Gly

Asp

vVal

Asp

830

Glu

159

Asn

Leu

Lys

715

Leu

Leu

Leu

Ser

Arg
795

Gln

Glu

Ser

Pro

Ala

875

Pro

Asp

val

Ala

700

Glu

Glu

Ala

Ala

Ala

780

Leu

Leu

Ile

Gly

Ala

860

Gln

Gly

Thr

Leu

685

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

765

Phe

Gly

Thr

Pro

Gly

845

Gly

Asn

Leu

Lys

Leu

val

val

Arg

His

750

Thr

Gly

val

Gln

Ala

830

Gly

Leu

Val

Ala

Glu
910

Ile

Ser

val

Arg

735

Leu

Val

Phe

His

Gly

815

Gly

Gly

Len

Leu

Gly

895

Leu

Asp

Leu

Ala

720

val

Gln

Asp

Gln

Leu
800

Ala

Leu

Ser

Asp

Leu

880

Val

Val
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Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr Val Phe Phe Gln Leu Glu Leu Arg
915 9220 925

Arg Val Val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala Leu His
930 935 940

Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr
945 850 955 960

Val Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg Asn Ser Ala Phe Gly
965 970 975

Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val
380 985 9350

His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln
985 1000 1005

Gly Ala Thr Val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro
1010 1015 1020

Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu
1025 1030

<210> 55

<211> 1032

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena de botén Fc anti-CD19(8B8-2B11) fusionada con 4-1BBL hu (71-254) trimérico

<400> 55

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys Tyr Thr Glu Lys Phe
50 35 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ser Asp Thr Ser Ile Ser Thr aAla Tyr
65 70 75 80

160



Met

Ala

Gln

val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Glu

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
290

Leu

Gly

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Arg

85

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Thr

Leu Arg

Tyr Tyr

Thr val

Pro Ser

135

val Lys
150

Ala Leu

Gly Leu

Gly Thr

Lys Val

215

Cys Pro

230

Leu Phe

Glu Val

Lys Phe

Lys Pro
2395
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Ser Asp

Gly Pro
105

Ser Ser
120

Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser

Tyr Ser
185

Gln Thr
200

Asp Lys

Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys
265

Asn Trp
280

Arg Glu

Asp

90

Gln

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

161

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

Val

val

Gln

Ala

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr
300

val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

130

VvVal

Lys

Ala

Thr

Val

270

val

Ser

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Cys

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

val

His

Cys

Gly

240

Met

His

val

Tyr



Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

val

Asp

His

Pro

Glu

465

Met

Leu

Gly

Gly

vVal

Glu

Lys

Thr

Trp

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

Leu

Phe

Ser

Leu

Val
530

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Gly

Ser

Ala

Trp

Ser

515

Tyr

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Gly

Pro

Gln

Tyr

500

Tyr

Tyr

val

Cys

325

Ser

Pro

Vval

Gly

Asp

405

Trp

His

Gly

Asp

Leu

485

Ser

Lys

Val

Leu

310

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Gly

Asp

470

val

Asp

Glu

Phe

Thr

Val

Ala

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Ser
455

Pro

Ala

Pro

Asp

Phe
535
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val

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

440

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

520

Gln

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gly

Gly

Agn

Leu

505

Lys

Leu

His

Gln
315

Lys Ala

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

VvVal

Gln

Gly

Leu

Val

480

Ala

Glu

Glu

162

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Gly

Leu

475

Leu

Gly

Leu

Leu

Asp Trp

Leu Gly

Arg Glu

Lys Asn
365

Asp Ile
380

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

Ser Leu
445

Ser Arg
460

Asp Leu

Leu Ile

Val Ser

val val

525

Arg Arg
540

Leu Asn

Ala Pro
335

Pro Gln
350

Gln Val

Ala val

Thr Pro

Leu Thr
415

Ser Val
430

Ser Leu

Glu Gly

Arg Gln

Asp Gly
485

Leu Thr
510

Ala Lys

val Vval

Gly

320

Ile

vVal

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser

Pro

Gly

480

Pro

Gly

Ala

Ala



Gly

545

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

625

Pro

Gly

Gln

Gly

Thr
705

Lys

val

Pro

Leu

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

610

Gly

Arg

Pro

Gly

Pro

690

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro
770

Gly

Ala

Ser

His

595

Arg

Leu

Ser

Glu

Met

675

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

755

Pro

Ser

Ala

Ser

580

Leu

Ala

Phe

Glu

Leu

660

Phe

Ser

Leu

Val

Glu

740

Ser

Ala

Gly

Gly

565

Glu

Ser

Arg

Arg

Gly

645

Ser

Ala

Trp

Ser

Tyr

725

Gly

Ala

Ser

Ser

550

Ala

Ala

Ala

His

val

630

Gly

Pro

Gln

Tyr

Tyr
710

Tyr

Ser

Ala

Ser

Val

Ala

Arg

Gly

Ala

615

Thr

Gly

Asp

Leu

Ser

695

Lys

Val

Gly

Gly

Glu
775
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Ser

Ala

Asn

Gln
600

Trp

Pro

Gly

Asp

val
680

Asp

Glu

Phe

Ser

Ala

760

Ala

Leu

Leu

Ser

585

Arg

Gln

Glu

Ser

Pro

665

Ala

Pro

Asp

Phe

val

745

Ala

Arg

Ala

Ala

570

Ala

Leu

Leu

Ile

Gly

650

Ala

Gln

Gly

Thr

Gln

730

Ser

Ala

Asn

163

Leu

555

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro

635

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys
715

Leu

Leu

Leu

Ser

His

Thr

Gly

Val

Gln

620

Ala

Gly

Leu

val

Ala

700

Glu

Glu

Ala

Ala

Ala
780

Leu

Val

Phe

His

605

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

685

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

765

Phe

Gln

Asp

Gln

580

Leu

Ala

Leu

Ser

Asp

670

Leu

val

val

Pro

Leu

575

Gly

His

Thr

Pro

Arg

655

Leu

Ile

Ser

val

Arg Arg

His
750

Thr

Gly

735

Leu

val

Phe

Leu

560

Pro

Arg

Thr

Val

Ser

640

Glu

Arg

Asp

Leu

Ala
720

Val

Gln

Asp

Gln
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Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val His Leu
785 790 795 800

His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln Gly Ala
805 810 815

Thr Val Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu
820 825 830

Pro Ser Pro Arg Ser Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
835 840 845

Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp
850 855 860

Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val lLeu Leu
865 870 875 880

Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro Gly Leu Ala Gly Vval
885 890 895

Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp Thr Lys Glu Leu Val
200 905 910

Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr Val Phe Phe Gln Leu Glu Leu Arg
915 920 925

Arg Val Val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala Leu His
930 935 940

Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr
945 850 955 960

Vval Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg Asn Ser Ala Phe Gly
965 970 975

Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val
980 985 890

His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln
995 1000 1005

Gly Ala Thr VvVal Leu Gly Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro
1010 1015 1020

164
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Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu
1025 1030

<210> 56

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3-HCDR1

<400> 56

Thr Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 57

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3-HCDR2

<400> 57

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 58

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3-HCDR3

<400> 58

His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 59

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CD3-LCDR1
<400> 59

Gly Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn
1 5 10

165
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<210> 60

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3-LCDR2

<400> 60

Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3-LCDR3

<400> 61

Ala Leu Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val
1 5

<210> 62

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD3 VH

<400> 62

Glu Vval Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 85

166
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Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe

100

105

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Thr

Asn

Leu

Ser
65

Gln

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr Ser Trp Ile Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

63
109

115

PRT
Secuencia artificial

CD3 VL

63

Ala

val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

64
5

Val

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

Val

PRT
Secuencia artificial

Val

Leu

20

Asn

Gly

Len

Asp

Phe
100

CD20-HCDR1

64

65
16

PRT
Secuencia artificial

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

5

Gln

Cys

Val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

120

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys
105

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

167

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

125

Ser

Val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

110

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser
95

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn
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<220>
<223> CD20-HCDR2

<400> 65

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe Lys
1 5 10 15

<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD20-HCDR3

<400> 66

Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr
1 5 10

<210> 67

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD20-LCDR1

<400> 67

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD20-LCDR2

<400> 68

Gln Met Ser Asn Leu Val Ser
1 5

<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD20-LCDR3

<400> 69

168



Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Sar

Trp

Gly

Lys
65

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2847973 T3

Gln Asn Leu Glu Leu Pro Tyr Thr

5
70
119
PRT
Secuencia artificial
CD20 VH
70

Val Gln Leu Val

Val Lys Val Ser
20

Ile Asn Trp Val
35

Arg Ile Phe Pro
50

Gly Arg Val Thr

Glu Leau Ser Sar
85

Arg Asn Val Phe
100

Leu Val Thr Val
115

71

115

PRT

Secuencia artificial

CD20 VL

71

Gln

Cys

Gly

Ile

70

Lau

Asp

Sar

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Sar

Gly

Rla

Ala

40

Gly

Ala

Sar

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

zlu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

30

Leu

169

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Fhe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gln

Ser

Ser

Fhe

Tyr

80

Cys

Gly



ES 2847973 T3

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

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser
20 25 30

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Leu Val Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Vval Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 20 95

Leu Glu Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr val
115

<210> 72

<211> 445

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena de ojal Fc DP47

<400> 72

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala TIle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

170



Leu

Ala

Val

Ser

Lys

145

Leu

Leu

Thr

val

Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

305

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

280

val

Met

Gly

Ser

115

Lys

Tyxr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

275

Glu

Leu

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

Val

165

Ser

Ile

val

Ala

Pro

245

Val

VvVal

Gln

Gln

Leu

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

310

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp
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Ala

Tyr

Gly

120

Gly

val

Phe

Val

Val

200

Lys

Ala

Thr

Val

Vval

280

Ser

Leu

Glu

Trp

108

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Asp

30

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

Vval

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

171

Thr

Gln

Val

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Tyr

Leu

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

130

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Tyr

95

vVal

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

FPhe

Pro

255

Val

Thr

val

Cys

Cys

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

320



val

Ala

Gly

Pro
385

Ser

Gln

His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

73
215

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

PRT
Secuencia artificial

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

420

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

val

405

Phe

Lys

cadena ligera DP47

73

Ile

Glu Arg

Tyr Leu

Ile

Gly
65

Tyr
50

Ser

vVal

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Leu Thr

5

Thr Leu

20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr
70

Gly

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Cys

Gln
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Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

Pro

Pro

Gln

345

val

val

Pro

Thr

Val

425

Leu

Gly

Arg Ala

Lys
40

25

Pro

Arg Ala Thr

Asp

Phe

Thr

Ile

330

Vval

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

Ser

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

172

Glu

Cys

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Pro

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Lys

Thr

Ser

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
445

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Ile

Pro

350

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

415

His

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
80



Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Ala

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

74

834
PRT

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

Phe

Gly

100

VvVal

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Secuencia artificial

vVal

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215
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Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Cys

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Gly

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

cadena de ojal Fc DP47 fusionada con 4-1BBL hu (71-254) dimérico

74

Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

5

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35

40

Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ala

50

55

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

173

Vval Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

Gly

Tyr

val

val



Lys

65

Leu

Ala

val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

vVal

Thr

Val
305

Gly

Gln

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Phe

Asn

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Tle

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His
310

Ser

Arg

Gly

Ser

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln
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Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Asp

Glu

Asn

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Asn

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

vVal

Lys

Ala

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ser

15

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
315

174

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

Hig

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Asn

Val

Gln

vVal

125

Ala

Ser

val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

130

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
320



Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Gly

Asp

465

Leu

Ser

Lys

val

Gly

545

Gly

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

450

Asp

val

Asp

Glu

Phe

530

Ser

Ala

Val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His

435

Ser

Pro

Ala

Pro

Asp

515

Phe

Val

Ala

Ser

Lys

340

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Gly

Ala

Gln

Gly

500

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Gly

Gly

Asn

485

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

390

Leu

vVal

Gln

Gly

Leu

470

val

Ala

Glu

Glu

Ala

550

Ala

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Val

Phe

Lys

Gly

455

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu

535

Leu

Leu
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Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

440

Ser

Asp

Leu

val

val

520

Arg

His

Thr

Gly

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Arg

Leu

Ile

Ser

505

val

Arg

Leu

Val

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

Arg

Asp

490

Leu

Ala

Val

Gln

Asp

175

Pro

Gln

val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Gly

Gln

475

Gly

Thr

Lys

Val

Pro

555

Leu

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Pro

460

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

540

Leu

Pro

Glu

Cys

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Pro

445

Glu

Met

Leu

Gly

525

Gly

Arg

Pro

Lys

Thr

350

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Leu

FPhe

Ser

Leu

510

val

Glu

Ser

Ala

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Gly

Ser

Ala

Trp

495

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

Ile

Pro

Ala

Agn

Ser

400

Arg

Leu

Gly

Pro

Gln

480

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala

560

Ser



ES 2847973 T3

565 570 575

Glu Ala Arg Asn Ser Ala Phe Gly Phe Gln Gly Ar¢g Leu Leu His Leu
580 585 590

Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala
595 600 605

Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln Gly Ala Thr Val Leu Gly Leu Phe
610 615 620

Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu
625 630 635 640

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Arg Glu Gly Pro Glu Leu
645 650 655

Ser Pro Asp Asp Pro Ala Gly Leu Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe
660 665 670

Ala Gln Leu Val Ala Gln Asn Val Leu Leu Ile Asp Gly Pro Leu Ser
675 680 685

Trp Tyr Ser Asp Pro Gly lLeu Ala Gly Val Ser Leu Thr Gly Gly Leu
6390 695 700

Ser Tyr Lys Glu Asp Thr Lys Glu Leu Val Val Ala Lys Ala Gly Val
705 710 715 720

Tyr Tyr Val Phe Phe Gln Leu Glu Leu Arg Arg Val Val Ala Gly Glu
725 730 735

Gly Ser Gly Ser Val Ser Leu Ala Leu His Leu Gln Pro Leu Arg Ser
740 745 750

Ala Ala Gly Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Val Asp Leu Pro Pro Ala
755 760 765

Ser Ser Glu Ala Arg Asn Ser Ala Phe Gly Phe Gln Gly Arg Leu Leu
770 775 780

His Leu Ser Ala Gly Gln Arg Leu Gly Val His Leu His Thr Glu Ala
785 790 785 800

Arg Ala Arg His Ala Trp Gln Leu Thr Gln Gly Ala Thr Val Leu Gly
805 810 815

176
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Leu Phe Arg Val Thr Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu Pro Ser Prc Arg
820 825 830

Ser Glu

<210> 75

<211> 640

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena de boton Fc DP47 fusionada con 4-1BBL hu (71-254) monomérico

<400> 75

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Ar¢g Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ala Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Llys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Proc Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

177



ES 2847973 T3

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
165

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val

180 185

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
195 200

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro
210 215

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
225 230

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
260 265

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280

Thr Lys Prc Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
290 295

Val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp
305 310

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly
325

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Preo Arg Glu
340 345

Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
355 360

val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 350

Phe Pro Ala Val

170

Val Thr vVal Prc

val

Lys

Ala

Thr

250

Val

val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

178

Asn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro
385

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

val

Ser

Glu

380

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

val

Leu

Ser

130

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

350

Trp

Glu

Leu

Gln Ser

175

Ser Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Asn

His

val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
400



Asp

Trp

His

Gly

Asp

465

Leu

Ser

Lys

Vval

Gly

545

Gly

Glu

Ser

Arg

Arg

625

<210>
<211>
<212>

Gly

Gln

Asn

Gly

450

Asp

val

Asp

Glu

Phe
530

Ser

Ala

Ala

Ala

His

610

val

76
672
PRT

Ser

Gln

His

435

Ser

Pro

Ala

Pro

Asp

515

Phe

val

Ala

Arg

Gly

595

Ala

Thr

Phe

Gly
420

Tyr

Gly

Ala

Gln

Gly

500

Thr

Gln

Ser

Ala

Asn

580

Gln

Trp

Pro

Phe
405

Asn

Thr

Gly

Gly

Asn

485

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

565

Ser

Arg

Gln

Glu

Leu

Val

Gln

Gly

Leu

470

vVal

Ala

Glu

Glu

Ala

550

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile
630

Tyr

Phe

Lys

Gly

455

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu

535

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

615

Pro
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Ser

Ser

Ser

440

Ser

Asp

Leu

val

val

520

Arg

His

Thr

Gly

val

600

Gln

Ala

Lys

Cys
425

Leu

Arg

Leu

Ile

Ser

505

Val

Arg

Leu

Val

Phe

585

His

Gly

Gly

Leu
410

Ser

Ser

Glu

Arg

Asp

490

Leu

Ala

val

Gln

Asp

570

Gln

Leu

Ala

Leu

179

Thr

Val

Leu

Gly

Gln

475

Gly

Thr

Lys

val

Pro

555

Leu

Gly

His

Thr

Pro
635

Val

Met

Ser

Pro

460

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

540

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

620

Ser

Asp

His

Pro

445

Glu

Met

Leu

Gly

Gly

525

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu

605

Leu

Pro

Lys

Glu
430

Gly

Leu

Phe

Ser

Leu

510

val

Glu

Ser

Ala

Leu

590

Ala

Gly

Arg

Ser
415

Ala

Gly

Ser

Ala

Trp

495

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

575

His

Arg

Leu

Ser

Arg

Leu

Gly

Pro

Gln

480

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala

560

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu
640



ES 2847973 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CD20 VH-CH1 (EE)-CD3 VL-CH1-Fc (botén, P329G LALA) CD20 VH-CH1 (EE)-CD3 VL-CH1-Fc (botén,
P329G LALA)

<400> 76

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Glu Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 1380

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

180



Ser

Gly

225

Pro

Ser

Glu

Arg

Lys

305

Tyr

Thr

Phe

Leu

Trp

385

Leu

Ser

Pro

Asn
210

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Tyr

Lys

Pro

Gly

370

Asgsn

Gln

Ser

Ser

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

275

Pro

Ala

Cys

Leu

Leu

355

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
435

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

340

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

420

Thr

Vval

Gly

Val
245

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu

325

Val

Pro

val

Ala

Gly

405

Gly

Lys

Asp

Gly

230

Ser

Val

Ala

Pro

Leu

310

Trp

Leu

Ser

Lys

Leu

390

Leu

Thr

val

Glu
215

Gly

Pro

Thr

Phe

Ala

295

Ser

Tyr

Ser

Ser

Asp

375

Thr

Tyr

Gln

Asp

ES 2847973 T3

Lys

Gly

Gly

Thr

Arg

280

Arg

Gly

Ser

Ser

Lys

360

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
440

vVal

Ser

Gly

Ser

265

Gly

Phe

Ala

Asn

Ala

345

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

425

Lys

Glu

Gln

Thr
250

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu

330

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

410

Ile

Val

181

Pro

Ala

235

Vval

Tyr

Ile

Gly

Pro

315

Trp

Thr

Ser

Glu

His

395

Ser

Cys

Glu

Lys
220

val

Thr

Ala

Gly

Ser

300

Glu

val

Lys

Gly

Pro

380

Thr

val

Asn

Pro

Ser

vVal

Leu

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Phe

Gly

Gly

365

val

Phe

Val

Val

Lys
445

Cys

Thr

Thr

Trp

270

Thr

Leu

Glu

Gly

Pro

350

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

430

Ser

Asp

Gln

Cys
255

val

Asn

Gly

Ala

Gly

335

Ser

Ala

val

Ala

Val

415

His

Cys

Gly

Glu

240

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

320

Gly

Vval

Ala

Ser

val

400

Pro

Lys

Asp



Lys

Pro
465

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
545

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu
625

Lys

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Thr
450

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

530

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

610

Asp

Ser

Ala

77
447

His

vVal

Thr

Glu

Lys

515

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

595

Asn

Ser

Arg

Leu

PRT
Secuencia artificial

Thr Cys

Phe Leu

Pro Glu

485

Val Lys

500

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

580

Val

Gly

Asp

Trp

His
660

Lys

Leu

Lys

Lys

565

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

645

Asn

Pro

Phe

470

Val

Phe

Pro

Thr

val

550

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

630

Gln

His

Pro

455

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

535

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

615

Phe

Gly

Tyr

ES 2847973 T3

Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala

460

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu

475

Cys Val Val Val Asp Val Ser

430

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu

Glu

520

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

600

Asn

Phe

Asn

Thr

505

Glu

His

Lys

Gln

Leu

585

Pro

Asn

Leu

val

Gln
665

CD20 VH-CH1 (EE)-Fc (ojal, P329G LALA)

Gln

Gln

Ala

Pro

570

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

650

Lys

182

Tyr

Asp

Leu

555

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

635

Ser

Ser

Asn

Trp

540

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

620

Lys

Cys

Leu

Ser

525

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

605

Thr

Leu

Ser

Ser

510

Thr

Asn

Pro

Gln

val

590

val

Pro

Thr

Val

Leu
670

Gly

Met

His

495

Val

Tyr

Gly

Ile

val

575

Ser

Glu

Pro

Val

Met

655

Ser

Gly

Ile

480

Glu

His

Arg

Lys

Glu

560

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

640

His

Pro



<400>

77

Gln val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Prc

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
225

Val

Ile

50

Gly

Glu

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Lys

Asn
35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Leu

Val

20

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

vVal

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

ES 2847973 T3

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Trp
105

Ala Ser
120

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

Leu Ser

185

Tyr Ile
200

Lys Val

Pro Ala

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu
235

183

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Lys

Phe

Leu
45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

180

His

Cys

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro
240



Ser Val Phe

Arg Thr Pro

Prc Glu val

Ala Lys Thr

Val
305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
385

Asp

Ser

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Glu

245

260

275

280

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

370

Asn

Ser

Arg

Leu

78
219
PRT

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Secuencia artificial

CD20 VL-CL(RK)

78

ES 2847973 T3

280

295

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

3%0

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

250

val Thr Cys Val val val Asp Val Ser His
265

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Vval

285

Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

300

Gln Asp Trp Leu Asn
315

Ala Leu Gly Ala Pro
330

Pro Arg Glu Pre Gln
345

Thr Lys Asn Gln Val
365

Ser Asp Ile Ala Val
380

Tyr Lys Thr Thr Pro
395

Val Ser Lys Leu Thr
410

Phe Ser Cys Ser Val
425

Lys Ser Leu Ser Leu
445

184

255

270

Gly Lys

Ile Glu
335

Val Cys
350

Ser Leu

Glu Trp

Pro val

Val Asp
415

Met His
430

Ser Pro

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val

Glu

320

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

400

Lys

Glu



Asp

Glu

Asn

Pro

Asp
65

Ser

Leu

Arg

Lys

Tyr
145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ile

Pro

Gln
50

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

79
232
PRT

Val

Ala

Ile

35

Leu

Phe

Val

Leu

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Secuencia artificial

CD3 VH-CL

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Thr

Cys

Tyr

Gln
55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

ES 2847973 T3

Pro

Arg

Trp
40

Met

Ser

Val

Gly

val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

185

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Lys

Val
60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val Thr

Leu Leu
30

Pro Gly
45

Ser Gly

Thr Leu

Cys Ala

vVal Glu
110

Pro Ser
125

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

190

Gly Leu
205

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Asn

Lys

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



<400>

Glu

Ser

Ala

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser

145

Glu

Ser

Leu

val

Lys
225

79

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Tyr

Ala

130

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
210

Ser

Gln

Arg

Asn
35

Ile

Lys

Leu

Val

Trp

115

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

135

Ala

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Ser

Ala

val

Ser

180

Thr

Cys

Asn

Leu

Ser

val

Ser

Arg

Met

85

His

Gln

val

Ser

Gln

165

val

Leu

Glu

Arg

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Gly

Gly

Phe

val

150

Trp

Thr

Thr

val

Gly
230

Ser

Ala

Gln

Tyr

35

Thr

Ser

Asn

Thr

Ile

135

val

Lys

Glu

Leu

Thr
215

Glu

ES 2847973 T3

Gly

Ala

Ala
40

Asn

Ile

Leu

Phe

Leu

120

Phe

Cys

vVal

Gln

Ser

200

His

Cys

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Gly

105

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

185

Lys

Gln

Gly
10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

80

Asn

Thr

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Ala

Gly

186

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Ser

Val

Ser

Asn

155

Ala

Lys

Asp

Leu

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Tyr

Ser

Asp

140

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
220

Gln

Phe

Leu
45

Tyr

Ser

Thr

Val

Ser

125

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Ser

110

Ala

Gln

Tyr

Ser

Thr

130

Lys

Pro

Gly
15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val
95

Trp

Ser

Leu

Pro

Gly

175

Tyr

His

Vval

Tyr

val

Asp

Thr

80

Tyr

Phe

Val

Lys

Arg

160

Asn

Ser

Lys

Thr



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Glu

Asn

Gln

Ser

65

Trp

Cys

val

Leu

Ser

145

Lys

Arg

80

556

PRT
Homo sapiens

80

Pro

Val

Ala

Leu

50

Leu

Leu

Gln

Asn

Gly

130

Ser

Asp

Asp

Pro

Arg

val

35

Thr

Gly

Phe

Pro

Val

115

Gly

Pro

Arg

Ser

Pro

Pro
20

Leu

Trp

Leu

Ile

Gly

100

Glu

Leu

Ser

Pro

Leu
180

Arg

Glu

Gln

Ser

Pro

Phe

85

Pro

Gly

Gly

Gly

Glu

165

Asn

Leu

Glu

Cys

Gly

70

Asn

Pro

Ser

Cys

Lys

150

Ile

Gln

Leu

Pro

Leu

Glu

55

Leu

val

Ser

Gly

Gly

135

Leu

Trp

Ser
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Phe

Leu

Lys

40

Ser

Gly

Ser

Glu

Glu

120

Leu

Met

Glu

Leu

Phe

val
25

Gly

Pro

Ile

Gln

Lys

105

Leu

Lys

Ser

Gly

Ser
185

Leu
10

val

Thr

Leu

His

Gln

90

Ala

Phe

Asn

Pro

Glu

170

Gln

187

Leu

Lys

Ser

Lys

Met

75

Met

Trp

Arg

Arg

Lys

155

Pro

Asp

Phe

val

Asp

Pro

60

Arg

Gly

Gln

Trp

Ser

140

Leu

Pro

Leu

Leu

Glu

Gly

45

Phe

Pro

Gly

Pro

Asn

125

Ser

Tyr

Cys

Thr

Thr

Glu
30

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

110

Val

Glu

val

Leu

Met
120

Pro
15

Gly

Thr

Lys

Ala

Tyr

Trp

Ser

Gly

Trp

Pro

175

Ala

Met

Asp

Gln

Leu

Ile

80

Leu

Thr

Asp

Pro

Ala

160

Pro

Pro



Gly

Arg

Leu

225

val

Gly

Glu

Gly

Cys

305

Thr

Ser

Ala

val

385

Pro

Asp

Ser

Gly

210

Leu

Met

Lys

Ile

Trp

250

Ser

Lys

Pro

Leu

Gly

370

Gln

Glu

Ser

Thr

195

Pro

Ser

Glu

Tyr

Thr
275

Lys

Leu

Arg

Pro

Pro

355

Leu

Ala

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

Thr

Tyr

260

Ala

Vval

Val

Lys

Pro

340

Thr

Gly

Asp

Glu

Phe
420

Trp

Ser

Glu

Gly

245

Cys

Arg

Ser

Gly

Arg

325

Gly

Pro

Gly

Gly

Glu

405

Tyr

Leu

Trp

Leu

230

Leu

His

Pro

Ala

Ile

310

Met

Ser

Thr

Thr

Ala

390

Gly

Glu

Ser

Thr
215

Lys

Leu

Arg

Vval

Val

295

Leu

Thr

Gly

Ser

Ala

375

Leu

Glu

Asn
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Cys

200

His

Asp

Leu

Gly

Leu
280

Thr

His

Asp

Pro

Gly

360

Pro

Gly

Gly

Asp

Gly

val

Asp

Pro

Asn

265

Trp

Leu

Leu

Pro

Gln

345

Leu

Ser

Ser

Tyr

Ser
425

val

His

Arg

Arg

250

Leu

His

Ala

Gln

Thr

330

Asn

Gly

Tyr

Arg

Glu

410

Asn

188

Pro

Pro

Pro

235

Ala

Thr

Trp

Tyr

Arg

315

Arg

Gln

Arg

Gly

Ser

395

Glu

Leu

Pro

Lys

220

Ala

Thr

Met

Leu

Leu

300

Ala

Arg

Tyr

Ala

Asn

380

Pro

Pro

Gly

Asp

205

Gly

Arg

Ala

Ser

Leu
285

Ile

Leu

Phe

Gly

Gln

365

Pro

Pro

Asp

Gln

Ser

Pro

Asp

Gln

Phe

270

Arg

Phe

Val

Phe

Asn

350

Arg

Ser

Gly

Ser

Asp
430

val

Lys

Met

Asp

255

His

Thr

Cys

Leu

Lys

335

Val

Trp

Ser

val

Glu

415

Gln

Ser

Ser

Trp

240

Ala

Leu

Gly

Leu

Arg

320

Val

Leu

Ala

Asp

Gly

400

Glu

Leu



Ser

Pro

Asp

465

Pro

Ser

Leu

Gln

Glu

450

Glu

His

Gln

Arg

Asp

435

Asp

Glu

Gly

Ser

Ser
515

Asp Ser Tyr

Gly
545

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

530

Gly Ser

Glu Asp

Leu Thr

Ser Ala

485

Tyr Glu
500

Ile Arg

Glu Asn

Gly

Ser

Gln

470

Asp

Gly

Met

Tyr

Phe

455

Pro

Asp

Met

Gln

Asp
535

Gly Gly Gly Arg Met Gly

81
297

PRT
Homo sapiens

81

Thr

Met Lys

Arg Met

Ser Lys

50

Ala Leu

65

Thr

Gly

Ser

35

Thr

Gly

Pro Arg

Pro Ile

20

Ser Leu

Leu Gly

Gly Leu

550

Asn Ser

Ala Met

val Gly

Ala Val

55

Leu Met

70

ES 2847973 T3

Glu Asn Pro Glu
440

Ser Asn Ala Glu

val Ala Arg Thr
475

Pro Ser Arg Glu
490

Arg Gly Ile Leu
505

Pro Gly Pro Asn
520

Asn Pro Asp Gly

Thr Trp Ser Thr
555

Val Asn Gly Thr
10

Gln Ser Gly Pro
25

Pro Thr Gln Ser
40

Gln Ile Met Asn

Ile Pro Ala Gly
75

189

Asp

Ser

460

Met

Ala

Tyr

His

Pro
540

Arg

Phe

Lys

Phe

Gly

Ile

Glu

445

Tyr

Asp

Thr

Ala

Glu

525

Asp

Pro

Pro

Phe

45

Leu

Tyr

Pro

Glu

Phe

Ser

Ala

510

Glu

Pro

Ala

Leu

30

Met

Phe

Ala

Leu

Asn

Leu

Leu

495

Pro

Asp

Ala

Glu

15

Phe

Arg

His

Pro

Gly

Glu

Ser

480

Gly

Gln

Ala

Trp

Pro

Arg

Glu

Ile

Ile
80



Cys

Ser

val

Ser

His

145

Tyr

Ser

Ile

Ala

Ser
225

Glu

Lys

Glu

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

val

Gly

Lys

Gly

130

Phe

Ile

Pre

Leu

Gly

210

Asn

Ile

Asn

Glu

Pro
290

82
112

Thr

Ser

Gly

115

Met

Leu

Asn

Ser

Ser
195

Ile

Ile

Lys

Glu

Thr

275

Ile

PRT
Secuencia artificial

Val

Leu

100

Lys

Ile

Lys

Ile

Thr

180

Val

Val

val

Glu

Glu

260

Glu

Glu

Trp

Leu

Met

Leu

Met

Tyr

165

Gln

Met

Glu

Leu

Glu

245

Asp

Thr

Asn

Tyr

Ala

Ile

Ser

Glu

150

Asn

Tyr

Leu

Agn

Leu

230

Val

Ile

Asn

Asp

Pro

Ala

Met

Ile

135

Ser

Cys

Cys

Ile

Glu

215

Ser

Val

Glu

Phe

Ser
295
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Leu

Thr

Asn

120

Met

Leu

Glu

Tyr

Phe
200

Trp

Ala

Gly

Ile

Pro

280

Ser

Trp

Glu

105

Ser

Asp

Asn

Pro

Ser

185

Ala

Lys

Glu

Leu

Ile

265

Glu

Pro

Gly

Lys

Leu

Ile

Phe

Ala

170

Ile

Phe

Arg

Glu

Thr

250

Pro

Pro

190

Gly

Asn

Ser

Leu

Ile

155

Asn

Gln

Phe

Thr

Lys

235

Glu

Ile

Pro

Ile

Ser

Leu

Asn

140

Arg

Pro

Ser

Gln

Cys

220

Lys

Thr

Gln

Gln

Met

Arg

Phe

125

Ile

Ala

Ser

Leu

Glu
205

Ser

Glu

Ser

Glu

Asp
285

Tyr

Lys

110

Ala

Lys

His

Glu

Phe

190

Leu

Arg

Gln

Ser

Glu

270

Gln

Ile

95

Cys

Ala

Ile

Thr

Lys

175

Leu

val

Pro

Thr

Gln

255

Glu

Glu

Ile

Leu

Ile

Ser

Pro

160

Asn

Gly

Ile

Lys

Ile

240

Pro

Glu

Ser



<223>

<400>

anti-CD20 B-Ly1 VH murino

82

Gly Pro Glu

1

Ala

Gly

Ala
65

Ser

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn

Lys

Gln

Leu

Asp
65

Ser Gly

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

val asp

Trp Leu

83
103
PRT

Leu

Tyr

20

Gln

Asp

Ser

Ser

val
100

Val

Ala

Gly

Tyr

Ser

Ala

85

Tyr

Secuencia artificial

Lys

Phe

Leu

Asn

Asn

70

Val

Trp

anti-CD20 B-Ly1 VL murino

83

Pro Val

Ser Leu

Lys Pro

35

Val Ser
50

Phe Thr

Thr

Leu

20

Gly

Gly

Leu

Leu

His

Gln

Val

Arg

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
70

Pro

Ser

Glu

Gly

55

Thr

Tyr

Gly

Thr

Asn

Pro

Asp

Ser
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Gly

Tyr

Trp

40

Lys

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Arg

Ala

Ser

25

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly
105

Ala

Ile

25

Leu

Phe

val

Ser

10

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

80

Thr

Ser

10

Thr

Leu

Ser

Glu

191

Val

Met

Arg

Gly

Gln

75

Arg

Leu

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ala
75

Lys

Asn

Ile

Lys

60

Leu

Asn

Val

Ser

Leu

Tyr

Ser

60

Glu

Ile

Trp

Phe

45

Ala

Thr

Vval

Thr

Cys

Tyr

Gln

45

Gly

Asp

Ser

Val

30

Pro

Thr

Ser

Phe

Val
110

Arg

Trp

30

Met

Ser

vVal

Cys

15

Lys

Gly

Len

Leu

Asp

85

Ser

Ser

15

Tyr

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

Asp

Thr

Thr

80

Gly

Ala

Ser

Leu

Asn

Thr

val
80
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Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn Leu Glu lLeu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly
85 90 95

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100

<210> 84

<211> 207

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

Met Gln Ser Gly Thr His Trp Arg Val Leu Gly Leu Cys Leu Leu Ser
1 5 10 15

Val Gly Val Trp Gly Gln Asp Gly Asn Glu Glu Met Gly Gly Ile Thr
20 25 30

Gln Thr Pro Tyr Lys Val Ser Ile Ser Gly Thr Thr Val Ile Leu Thr
35 40 45

Cys Pro Gln Tyr Pro Gly Ser Glu Ile Leu Trp Gln His Asn Asp Lys
50 55 60

Asn Ile Gly Gly Asp Glu Asp Asp Lys Asn Ile Gly Ser Asp Glu Asp

65 70 75 80

His Leu Ser Leu Lys Glu Phe Ser Glu Leu Glu Gln Ser Gly Tyr Tyr
85 90 95

Val Cys Tyr Pro Arg Gly Ser Lys Pro Glu Asp Ala Asn Phe Tyr Leu
100 105 110

Tyr Leu Arg Ala Arg Val Cys Glu Asn Cys Met Glu Met Asp Val Met
115 120 125

Ser Val Ala Thr Ile Val Ile Val Asp Ile Cys Ile Thr Gly Gly Leu
130 135 140

Leu Leu Leu Val Tyr Tyr Trp Ser Lys Asn Arg Lys Ala Lys Ala Lys
145 150 155 160

Pro Val Thr Arg Gly Ala Gly Ala Gly Gly Arg Gln Arg Gly Gln Asn
165 170 175

192
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Llys Glu Arg Pro Prc Pro Val Pro Asn Pro Asp Tyr Glu Pro Ile Arg
185

180

1

90

Lys Gly Gln Arg Asp Leu Tyr Ser Gly Leu Asn Gln Arg Arg Ile
200

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Ile

Gln

Cys

Asn

65

Met

Glu

Cys

Ile

Asn

145

Gly

195

85
198
PRT

Homo sapiens

85

Gln

Gly

Thr

Ser

50

Lys

Glu

Asp

Met

Cys

130

Arg

Arg

Ser

val

Pro

35

Gln

Glu

Gln

Ala

Glu

115

Ile

Lys

Gln

Gly

Trp

20

Tyr

His

Asp

Ser

Ser

100

Met

Thr

Ala

Arg

Thr

Gly

Gln

Leu

Ser

Gly

85

His

Asp

Leu

Lys

Gly
165

Arg

Gln

Val

Gly

Gly

70

Tyr

His

val

Gly

Ala

150

Gln

Trp

Asp

Ser

Ser

55

Asp

Tyr

Leu

Met

Leu

135

Lys

Asn

Arg

Gly

Ile

40

Glu

Arg

Val

Tyr

Ala

120

Leu

Pro

Lys

val

Asn

25

Ser

Ala

Leu

Cys

Leu

105

val

Leu

val

Glu

Leu
10

Glu

Gln

Phe

Tyr

30

Lys

Ala

Leu

Thr

Arg
170

193

Gly

Glu

Thr

Trp

Leu

75

Pro

Ala

Thr

Val

Arg

155

Pro

Leu

Met

Thr

Gln

60

Pro

Arg

205

Cys

Gly

val

45

His

Glu

Gly

Arg Val

Ile Val

125

Tyr Tyr

14

0

Gly Ala

Pro Pro

Leu

Ser

30

Ile

Asn

Phe

Ser

Cys

110

Ile

Trp

Gly

val

Leu

15

Ile

Leu

Gly

Ser

Asn

95

Glu

val

Ser

Ala

Pro
175

Ser

Thr

Thr

Lys

Glu

80

Pro

Asn

Asp

Lys

Gly

160

Asn
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Pro Asp Tyr Glu Pro Ile Arg Lys Gly Gln Gln Asp Leu Tyr Ser Gly
180 185 130

Leu Asn Gln Arg Arg Ile
195

<210> 86

<211> 254

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Met Glu Tyr Ala Ser Asp Ala Ser Leu Asp Pro Glu Ala Pro Trp Pro

Pro Ala Pro Arg Ala Arg Ala Cys Arg Val Leu Pro Trp Ala Leu Val
20 25 30

Ala Gly Leu Leu Leu lLeu Leu Leu Leu Ala Ala Ala Cys Ala Val Phe
35 40 45

Leu Ala Cys Pro Trp Ala Val Ser Gly Ala Arg Ala Ser Pro Gly Ser
50 55 60

Ala Ala Ser Pro Arg Leu Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp
65 70 75 80

Pro Ala Gly Leu Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu Val
85 20 95

Ala Gln Asn Val Leu Leu Ile Asp Gly Pr¢o Leu Ser Trp Tyr Ser Asp

100 105 110

Pro Gly Leu Ala Gly Val Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu
115 120 125

Asp Thr Lys Glu Leu Val Val Ala Lys Ala Gly Val Tyr Tyr Val Phe
130 135 140

Phe Gln Leu Glu Leu Arg Arg Val Val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser
145 150 155 160

Val Ser Leu Ala Leu His Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala
165 170 175

194



Ala Ala

Arg Asn

Gly Gln
210

Ala Trp
225

Thr Pro

<210> 87

<211> 205

Leu

Ser

195

Arg

Gln

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 87

Ala Cys

Ala Ser

Ala Gly

Gln Asn

50

Gly Leu

65

Thr Lys

Gln Leu

Ser Leu

Pro

Pro

Leu

35

val

Ala

Glu

Glu

Ala
115

Ala

180

Ala

Leu

Leu

Ile

Trp

20

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu
100

Leu

Leu

Phe

Gly

Thr

Pro
245

Ala

Leu

Asp

Leu

Val

Vval
85

Arg

His

Thr

Gly

val

Gln

230

Ala

Val

Arg

Leu

Ile

Ser

70

Val

Arg

Leu
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Val Asp

Phe Gln
200

His Leu
215

Gly Ala

Gly Leu

Ser Gly

Glu Gly

Arg Gln

40

Asp Gly
55

Leu Thr

Ala Lys

Val val

Gln Pro
120

Leu

185

Gly

His

Thr

Pro

Ala

Pro

25

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala
105

Leu

Pro

Arg

Thr

Val

Ser
250

Arg

10

Glu

Met

Leu

Gly

Gly
a0

Gly

Arg

195

Pro

Leu

Glu

Leu

235

Pro

Ala

Leu

Phe

Ser

Leu

75

Vval

Glu

Ser

Ala

Leu

Ala

220

Gly

Arg

Ser

Ser

Ala

Trp

60

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

His

205

Arg

Leu

Ser

Pro

Pro

Gln

45

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Ala
125

Ser

190

Leu

Ala

Phe

Glu

Gly

Asp

30

Leu

Ser

Lys

Vval

Gly
110

Gly

Glu

Ser

Arg

Arg

Ser

15

Asp

val

Azp

Glu

Phe
95

Ser

Ala

Ala

Ala

His

Val
240

Ala

Pro

Ala

Pro

Asp

80

Phe

val

Ala



Ala

Asn
145

Gln

Trp

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

Asn

Ala

Phe

Cys

65

Gln

Cys

Trp

Leu
130

Ser

Arg

Gln

Glu

88
163

Ala

Ala

Leu

Leu

Ile
195

PRT
Homo sapiens

88

Gln

Arg

Gly

Arg

50

Thr

Asp

Cys

Thr

Asp

Asn

Gly

35

Thr

Pro

Cys

Phe

Asn
115

Leu

Phe

Gly

Thr

180

Pro

Pro

Gln

20

Gln

Arg

Gly

Lys

Gly
100

Cys

Thr

Gly

Val

165

Gln

Ala

Cys

Ile

Arg

Lys

Phe

Gln

85

Thr

Ser

Val

FPhe

150

His

Gly

Gly

Ser

Cys

Thr

Glu

His

70

Gly

Phe

Leu

Asp

135

Gln

Leu

Ala

Leu

Asn

Ser

Cys

Cys

55

Cys

Gln

Asn

Asp
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Leu

Gly

His

Thr

Pro
200

Cys

Pro

Asp

40

Ser

Leu

Glu

Asp

Gly
120

Pro

Arg

Thr

Val

185

Ser

Pro

Cys

25

Ile

Ser

Gly

Leu

Gln
105

Lys

Pro

Leu

Glu

170

Leu

Pro

Ala

10

Pro

Cys

Thr

Ala

Thr

90

Lys

Ser

196

Ala

Leu

155

Ala

Gly

Arg

Gly

Pro

Arg

Ser

Gly

75

Lys

Arg

Vval

Ser

140

His

Arg

Leu

Ser

Thr

Asn

Gln

Asn
60

Lys

Gly

Leu

Ser

Leu

Ala

Fhe

Glu
205

Phe

Ser

Cys

45

Ala

Ser

Gly

Ile

Val
125

Glu Ala

Ser Ala

Arg His

175

Arg Val

150

Cys

Phe

30

Lys

Glu

Met

Cys

Cys
110

Asn

Asp

15

Ser

Gly

Cys

Lys

95

Arg

Gly

Arg

Gly

160

Ala

Thr

Asn

Ser

val

Asp

Glu

80

Asp

Pro

Thr
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Lys Glu Arg Asp Val Val Cys Gly Pro Ser Pro Ala Asp Leu Ser Pro
130 135 140

Gly Ala Ser Ser Val Thr Pro Pro Ala Pro Ala Arg Glu Pro Gly His
145 150 155 160

Ser Pro Gln

<210> 89

<211> 256

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 89

Met Gly Asn Asn Cys Tyr Asn Val Val Val Ile Val Leu Leu Leu Val

Gly Cys Glu Lys Val Gly Ala Val Gln Asn Ser Cys Asp Asn Cys Gln
20 25 30

Pro Gly Thr Phe Cys Arg Lys Tyr Asn Pro Val Cys Lys Ser Cys Pro
35 40 45

Pro Ser Thr Phe Ser Ser Ile Gly Gly Gln Pro Asn Cys Asn Ile Cys
50 55 60

Arg Val Cys Ala Gly Tyr Phe Arg Phe Lys Lys Phe Cys Ser Ser Thr
65 70 15 80

His Asn Ala Glu Cys Glu Cys Ile Glu Gly Phe His Cys Leu Gly Pro
85 90 95

Gln Cys Thr Arg Cys Glu Lys Asp Cys Arg Pro Gly Gln Glu Leu Thr
100 105 110

Lys Gln Gly Cys Lys Thr Cys Ser Leu Gly Thr Phe Asn Asp Gln Asn
115 120 125

Gly Thr Gly Val Cys Arg Pro Trp Thr Asn Cys Ser Leu Asp Gly Arg

130 135 140

Ser Val Leu Lys Thr Gly Thr Thr Glu Lys Asp Val Val Cys Gly Pro
145 150 155 160

197



Pro

Gly

Leu

Ser

Pro
225

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Asn

Ala

Pro

Cys

65

Thr

Ala

val

Gly

Thr

Val
210

Phe

Arg

90
254
PRT

Val

Pro

Ser

195

Leu

Lys

Cys

Ser

Gly

180

Ala

Lys

Lys

Pro

Phe

165

Gly

Leu

Trp

Thr

Gln
245

macaco cangrejero

90

Gly

Phe

Gly

Pro

50

Arg

Ser

Glu

Asn

Glu

Thr

35

Asn

Gln

Asn

Cys

Ser

Arg

20

Phe

Ser

Cys

Ala

Ser

100

Cys

Thr

Cys

Phe

Lys

Glu

85

Met

Ser

His

Leu

Ile

Thr

230

Glu

Tyr

Arg

Asp

Ser

Gly

70

Cys

Cys

Pro

Ser

Leu

Arg

215

Gly

Glu

Asn

Ser

Asn

Ser

55

Val

Asp

Glu
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Ser

Leu

Ala

200

Lys

Ala

Glu

Ile

Leu

Asn

40

Ala

Phe

Cys

Gln

Thr

Gln

185

Leu

Lys

Ala

Gly

Val

Gln

25

Arg

Gly

Lys

Ile

Asp
105

Thr

170

Val

Tle

Phe

Gln

Gly
250

Ala

10

Asp

Ser

Gly

Thr

Ser

90

Cys

198

Ile

Leu

Phe

Pro

Glu

235

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

75

Gly

Lys

Ser

Thr

Tle

His

220

Glu

Gly

Leu

Cys

Ile

Arg

Lys

Tyr

Gln

val

Leu

Thr

205

Ile

Asp

Gly

Leu

Ser

Cys

45

Thr

Glu

His

Gly

Thr

Phe

190

Leu

Phe

Ala

Tyr

Leu

Asn

30

Ser

Cys

Cys

Cys

Gln
110

Pro

175

Leu

Leu

Lys

Cys

Glu
255

Val

15

Cys

Pro

Asp

Ser

Leu

95

Glu

Glu

Ala

Phe

Gln

Ser

240

Leu

Leu

Pro

Cys

Ile

Ser

80

Gly

Leu



Thr

Lys

Ser
145

Ser

Pro

Leu

Phe

Gln
225

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

Arg

130

Val

Pro

Ala

Thr

Ser

210

Pro

Cys

91
5

Lys

115

Gly

Leu

Ala

Arg

Ser

195

Val

Phe

Arg

PRT
Secuencia artificial

Gly

Tle

val

Asp

Glu

180

Thr

val

Met

Phe

Cys

Cys

Asn

Leu

165

Pro

Val

Lys

Arg

Pro
245

Lys

Arg

Gly

150

Ser

Gly

Val

Arg

Pro

230

Glu

conector peptidico G4S

91

Gly Gly Gly Ser

92
10

PRT
Secuencia artificial

(G4S)2

92

5

Asp

Pro

135

Thr

Pro

His

Leu

Ser

215

val

Glu
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Cys

120

Trp

Lys

Gly

Ser

Phe

200

Arg

Gln

Glu

Cys

Thr

Glu

Ala

Pro

185

Leu

Lys

Thr

Glu

Phe

Asn

Arg

Ser

170

Gln

Leu

Lys

Thr

Gly
250

199

Gly

Cys

Asp

155

Ser

Ile

Phe

Leu

Gln

235

Gly

Thr

Ser

140

val

Ala

Ile

Phe

Leu

220

Glu

Cys

Phe

125

Leu

val

Thr

Phe

Leu

205

Tyr

Glu

Glu

Asn

Asp

Cys

Pro

Phe

1%0

Val

Ile

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly

Pro

175

Leu

Leu

Phe

Gly

Gln

Lys

Pro

160

Ala

Ala

Arg

Lys

Cys
240



ES 2847973 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 93

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> (SG4)2

<400> 93

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10

<210> 94

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico

<400> 94

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10

<210> 95

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico

<400> 95

Gly Ser Pro Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser
1 5 10

<210> 96

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 2

<400> 96

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 97

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

200
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<220>
<223> conector peptidico 3

<400> 97

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 98

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 4

<400> 98

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser
1 5

<210> 99

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 5

<400> 99

Gly Gly Ser Gly Asn Gly Ser Gly
1 5

<210> 100

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 6

<400> 100

Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

<210> 101

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> conector peptidico 7

201
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<400> 101

Gly Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

<210> 102

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 8

<400> 102

Gly Gly Ser Gly
1

<210> 103

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 9

<400> 103

Gly Gly Ser Gly Asn Gly Ser Gly
1 5

<210> 104

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 10

<400> 104

Gly Gly Asn Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

<210> 105

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico 11

<400> 105

Gly Gly Asn Gly Ser Gly
1 5

<210> 106
<211> 290
<212> PRT
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<213>

<400>

Met

1

Asn

Gly

Asp

Ile

65

Tyr

Ala

Lys

Asp

145

Pro

Gly

Val

Cys

Homo sapiens

106

Arg

Ala

Ser

Leu

50

Gln

Arg

Ala

Cys

Val

130

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr
210

Ile

Phe

Asn

35

Ala

Phe

Gln

Leu

Met

115

Asn

Val

Ala

Thr

Ser

185

Phe

Phe

Thr

20

Met

Ala

Val

Arg

Gln

100

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr

180

Thr

Arg

Ala

val

Thr

Leu

His

Ala

85

Ile

Ser

Pro

Ser

Val

165

Thr

Leu

Arg

Vval

Thr

Ile

Ile

Gly

70

Arg

Thr

Tyr

Tyr

Glu

150

Ile

Thr

Arg

Leu

Phe

val

Glu

val

55

Glu

Leu

Asp

Gly

Asn

135

His

Trp

Asn

Ile

Asp
215
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Ile

Pro

Cys

40

Tyr

Glu

Leu

Val

Gly

120

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

200

Pro

Phe

Lys

25

Lys

Trp

Asp

Lys

Lys

105

Ala

Ile

Leu

Ser

Lys

185

Thr

Glu

Met

10

Asp

Phe

Glu

Leu

Asp

30

Leu

Asp

Asn

Thr

Ser

170

Arg

Thr

Glu

203

Thr

Leu

Pro

Met

Lys

75

Gln

Gln

Tyr

Gln

Cys

155

Asp

Glu

Thr

Asn

Tyr

Tyr

val

Glu

60

Val

Leu

Asp

Lys

Arg

140

Gln

His

Glu

Asn

His
220

Trp

val

Glu

45

Asp

Gln

Ser

Ala

Arg

125

Ile

Ala

Gln

Lys

Glu

205

Thr

His

Val

30

Lys

Lys

His

Leu

Gly

110

Ile

Leu

Glu

Val

Leu

190

Ile

Ala

Leu

15

Glu

Gln

Asn

Ser

Gly

95

val

Thr

Vval

Gly

Leu

175

Phe

Phe

Glu

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

80

Asn

Tyr

val

val

Tyr

160

Ser

Asn

Tyr

Leu



Val
225

Leu

FPhe

Gly

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Leu

Asn

Asn

Leu

65

Ala

val

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

Ile

Thr
290

107
288

Pro

Ile

Phe

Gln
275

PRT
Homo sapiens

107

Gln

Gly

Pro

Ala

50

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro
130

Ile

Trp

Pro

35

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

115

Lys

Glu Leu Pro Leu

Leu Gly Ala Ile

Arg Leu Arg Lys

260

Asp Thr Asn Ser

Pro

Arg

20

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

100

Asn

Ala

245

Gln

Pro

Phe

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

230

Ala

Gly

Ser

Cys

Met

70

Arg

Asn

Ser

Ile

Pro

Trp

Pro

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
135
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Ala His Pro

Leu Leu Cys
250

Gly Arg Met
265

Lys Lys Gln
280

Trp Pro Val
10

Phe Leu Asp
25

Ala Leu Leu
40

Phe Ser Asn

Pro Ser Asn

Gln Pro Gly

Arg Asp Phe

105

Thr Tyr Leu
120

Glu Ser Leu

204

Pro

235

Leu

Met

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Gln

75

Gln

His

Cys

Arg

Asn Glu

Gly Val

Asp Val

Asp Thr

Trp

Pro

val

Ser

60

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
140

285

Ala

Asp

Thr

45

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

125

Glu

Arg

Ala

Lys

270

His

Val

Arg

30

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

110

Ile

Leu

Thr

Leu

255

Lys

Leu

Leu

15

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

95

val

Ser

Arg

His

240

Thr

Cys

Glu

Gln

Trp

Asp

val

Ala

80

Arg

Arg

Leu

Val



Thr
145

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu
225

Cys

Met

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Pro

Leu

Arg

Lys

210

Leu

val

Gly

Ala

108
118
PRT

Arg

Ala

Gly

Ala

195

Glu

Asp

Pro

Thr

Gln
275

Arg

Gly

Ser

180

Ala

Asp

Phe

Glu

Ser

260

Pro

Ala

Gln

165

Leu

Arg

Pro

Gln

Gln

245

Ser

Leu

Secuencia artificial

VH (PD-L1)

108

Glu

150

Phe

Val

Gly

Ser

Trp

230

Thr

Pro

Arg

Val

Gln

Leu

Thr

Ala

215

Arg

Glu

Ala

Pro
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Pro

Thr

Leu

Ile

200

Val

Glu

Tyr

Arg

Glu
280

Thr

Leu

Val

185

Gly

Pro

Lys

Ala

Arg

265

Asp

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35

40

Ala Trp Ile Ser Pro Tyr Gly Gly Ser

50

55

Ala His
155

Val val

170

Trp Val

Ala Arg

Val Phe

Thr Pro

235

Thr Ile
250

Gly Ser

Gly His

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

205

Pro

Gly

Leu

Arg

Ser

220

Glu

val

Ala

Cys

Val

Thr

Gly

Ser

Val

Ala

Thr

205

val

Fro

Phe

Asp

Ser
285

Gln

Phe

Leu
45

Tyr Ala

60

Pro Ser Pro
160

Val Gly Gly
175

Val Ile Cys
150

Gly Gln Pro

Asp Tyr Gly

Pro Val Pro
240

Pro Ser Gly
255

Gly Pro Arg
270

Trp Proc Leu

Pro Gly Gly
15

Ser Asp Ser
30

Glu Trp Vval

Asp Ser Val



Lys
65

Leu

Ala

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2847973 T3

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

109

107

PRT

Secuencia artificial
VL (PD-L1)

109

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

Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
20 25 30

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
70 75 80

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Leu Tyr His Pro Ala
85 20 S5

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

110
121
PRT
Secuencia artificial

VH (PD-L1) 2

110

206



Glu

Ser

Trp

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val Gln

Leu Arg

Met Ser
35

Asn Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Arg Glu

Gly Thr
115

111
108
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

val

Ser

val

Gln

Thr

Ser

85

Gly

val

Secuencia artificial

VL (PD-L1) 2

111

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Trp

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Phe

Val

ES 2847973 T3

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Glu

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

20

Leu

207

Leu

FPhe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Arg Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pr¢o Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Leu Pro
85 90 85

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 112
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH (PD-1)

<400> 112
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Gln

Ser

Tyr

Gly

Lys
65

Met

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

ES 2847973 T3

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

Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Asn Arg Val Thr Leu Thr Thr Asp Ser Ser Thr Thr Thr Ala Tyr
70 75 80

Glu Leu Lys Ser Leu Gln Phe Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Arg Arg aAsp Tyr Arg Phe Asp Met Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Thr Thr vVal Thr vVal Ser Ser
115 120

113

111

PRT

Secuencia artificial
VL (PD-1)

113

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Gly Val Ser Thr Ser
20 25 30

209



Gly

Arg

Arg
65

Ser

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Leu

114
113

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

PRT
Secuencia artificial

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu
100

VH (PD-1) 2

114

Gln Val Gln

1

Ser

Gly Met

Ala Val
50

Lys
65

Leu

Ala

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Gly

Gln

Thr

Arg

His

35

115
107

Ile

Arg

Met

Asn

PRT
Secuencia artificial

Leu

Leu
2Q

Trp

Trp

Phe

Asn

Asp
100

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

val

Asp

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Asp

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp
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Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Gln

Tyr

Thr

val

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Arg Asp

Ala

Gly

Glu

Gln
105

Gln Lys

Leu Glu

Asp Phe
75

Tyr Tyr
90

Thr Lys

Gly val
10

Gly Ile

Gly Lys

Arg Tyr

Asn Ser

75

Asp Thr
90

Gly Thr

210

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Gln

val

Thr

His

Ile
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Ala

Pro

Tle

Ser

S5

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Ser

Val

Val

Phe

80

Cys

Ser



<220>
<223>

<400>

VL (PD-1) 2

115

Glu Ile vVal

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys
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Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

211

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento para tratar una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia
linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de células
del manto (LCM), linfoma de zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH), en el que el
anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en combinacion con un agonista de 4-1BB (CD137) y en el que
el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno con unidon monovalente a CD19 que comprende tres
ectodominios de 4-1BBL que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ. ID NO: 1, SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ
ID NO: 8,

un dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y un dominio Fc de 1gG1 que
comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion EU).

2. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de la reivindicacién 1, en
el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y el agonista de 4-1BB se administran juntos en una Unica
composicion o se administran por separado en dos o mas composiciones diferentes.

3. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de las reivindicaciones 1
0 2, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula que comprende tres ectodominios de 4-1BBL que comprenden
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 5.

4, El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de la reivindicacién 1, en
el que la molécula de unién a antigeno que comprende tres ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos
y un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 no sera internalizada por linfocitos B
que expresan CD19.

5. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en el que el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
comprende

(a) una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende: (i) CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, (ii)) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10, y (iii) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, y una region variable de
la cadena ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 12, (v) CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y (vi) CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, o

(b) una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende (i) CDR-H1, que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, (ii) CDR-H2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16, y (iii) CDR-H3, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, y una regién variable
de la cadena ligera (VLCD19), que comprende (iv) CDR-L1, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18, (v) CDR -L2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19, y (vi) CDR-L3, que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

6. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en el que el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
comprende una region variable la de cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 21 y una region variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 22, o en el que el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 24.

7. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende

(a) un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que el primer
polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si
mediante un conector peptidico y el segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL o un fragmento
del mismo.

8. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 7, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende

(a) un dominio Fab que se puede unir especificamente a CD19 que comprende una regién variable de la
cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y una region variable
de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una regidn variable
de la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region
variable de la cadena ligera (VLCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,y

(b) un primer y segundo polipéptido que estan unidos entre si por un enlace disulfuro, en el que la molécula
de unién a antigeno se caracteriza por que el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32; y por que el segundo polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3,SEQID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8.

9. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula que comprende una primera cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48, una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 42.

10. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en el que el agonista de 4-1BB es una molécula que comprende una primera cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33, una primera cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34, una segunda cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 42.

11. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un primer dominio de
unién a antigeno que comprende una region variable de la cadena pesada (VHCD3) y una regién variable de la
cadena ligera (VL.CD3) y un segundo dominio de unién a antigeno que comprende una region variable de la cadena
pesada (VHCD20) y una region variable de la cadena ligera (VLCD20).

12. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, en el que el primer dominio de unién a antigeno comprende una regién variable de la
cadena pesada (VHCD3) que comprende la secuencia CDR-H1 de SEQ ID NO: 56, la secuencia CDR-H2 de SEQ
ID NO: 57 y la secuencia CDR-H3 de SEQ ID NO: 58; y/o una region variable de la cadena ligera (VLCD3) que
comprende la secuencia CDR-L1 de SEQ ID NO: 59, la secuencia CDR-L2 de SEQ ID NO: 60 y la secuencia CDR-
L3 de SEQ ID NO: 61.

13. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en el procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, en el que el primer dominio de unién a antigeno comprende una regioén variable de la
cadena pesada (VHCD3) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 y/o una region variable
de la cadena ligera (VL.CD3) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63.

14. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, en el que el segundo dominio de unién a antigeno comprende una regién variable de la
cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia de CDR-H1 de SEQ ID NO: 64, la secuencia de CDR-H2
de SEQ ID NO: 65 y la secuencia de CDR-H3 de SEQ ID NO: 66, y/o una region variable de la cadena ligera
(VLCD20) que comprende la secuencia de CDR-L1 de SEQ ID NO: 67, la secuencia de CDR-L2 de SEQ ID NO: 68
y la secuencia de CDR-L3 de SEQ ID NO: 69.

15. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, en el que el segundo dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la
cadena pesada (VHCD20) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y/o una region variable
de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71.

16. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un tercer dominio de
unién a antigeno que se une a CD20.

17. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 comprende un dominio Fc de IgG1
que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion EU).
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18. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, en el que el anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 se usa en combinacion con el
agonista de 4-1BB (CD137) y en el que la combinacion se administra a intervalos de aproximadamente una semana
a tres semanas.

19. El anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, en el que se realiza un pretratamiento con un anticuerpo anti-CD20 de tipo II,
preferentemente obinutuzumab, antes de la politerapia, en el que el periodo de tiempo entre el pretratamiento y la
politerapia es suficiente para la reduccion de los linfocitos B en el individuo en respuesta al anticuerpo anti-CD20
de tipo I, preferentemente obinutuzumab.

20. Un producto farmacéutico que comprende (A) una primera composicion que comprende como ingrediente
activo un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y (B) una
segunda composiciéon que comprende como ingrediente activo un agonista de 4-1BB que es una molécula de unién
a antigeno con unién monovalente a CD19 que comprende tres ectodominios de 4-1BBL que comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, un dominio de unién a antigeno que
se puede unir especificamente a CD19 y un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas
L234A, L235A y P329G (numeracién EU), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para su uso en el
tratamiento combinado, secuencial o simultdneo de una enfermedad, en particular cancer.

21. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico anti-CD20/anti-CD3 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un segundo medicamento que comprende un agonista de 4-1BB que es
una molécula de unién a antigeno con unién monovalente a CD19 que comprende tres ectodominios de 4-1BBL
que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, un
dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y un dominio Fc de IgG1 que comprende
las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracion EU).

22. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 21 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia
linfocitica crénica (LLC), linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma de células
del manto (LCM), linfoma de zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).
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