ES 2998 140 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 998 1 40
@Int. Cl.:

CO7K 14/705  (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 11.03.2019  PCT/EP2019/055946
Fecha y nimero de publicacion internacional: 19.09.2019 WO019175071

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 11.03.2019  E 19709056 (6)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.10.2024  EP 3765489

Titulo: Combinacién terapéutica de agonistas de 4-1BB con anticuerpos anti-CD20

Prioridad: @ Titular/es:

13.03.2018 EP 18161435 F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (100.00%)
Grenzacherstrasse 124

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 4070 Basel, CH
traduccién de la patente: @ Inventor/es:

19.02.2025 FERRARA KOLLER, CLAUDIA;
KLEIN, CHRISTIAN:

SAM, JOHANNES;

UMANA, PABLO y

XU, WEI

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por la
Oficina Europea de Patentes

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 140 T3

DESCRIPCION
Combinacion terapéutica de agonistas de 4-1BB con anticuerpos anti-CD20
Campo

La presente divulgacion se refiere a politerapias que emplean un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende al
menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un antigeno asociado a tumor, en
particular, una molécula de unién a antigeno 4-1BBL que selecciona como diana CD19, y a anticuerpos especificos
que se unen a CD20 humano, al uso de estas politerapias para el tratamiento del cancer y a procedimientos de uso
de las 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 hodgkinianos (LNH). En los Estados Unidos, los linfomas de
origen en linfocitos B constituyen aproximadamente un 80-85 % de todos los casos de linfomas no hodgkinianos, y
existe una heterogeneidad considerable dentro del subconjunto de linfocitos B, basada en patrones de expresién
genotipicay fenotipica en el linfocito B de origen. Por ejemplo, los subconjuntos de linfomas de linfocitos B incluyen
las enfermedades de escasa malignidad e incurables de crecimiento lento, tales como linfoma folicular (LF) o
leucemia linfocitica crénica (LLC), asi como los subtipos mas agresivos, linfoma de células del manto (LCM) y
linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG). A pesar de la disponibilidad de diversos agentes para el
tratamiento de trastornos proliferativos de linfocitos B, existe una necesidad continua de desarrollar tratamientos
seguros y eficaces para prolongar la remisién y mejorar las tasas de curacion en los pacientes.

Una estrategia que se esta investigando actualmente es la interaccion de los linfocitos T contra los linfocitos B
malignos. Para hacer que los linfocitos T interaccionen eficazmente contra los linfocitos B malignos, se han
desarrollado dos enfoques recientes. Estos dos enfoques son: 1) la administracion de linfocitos T
genomanipulados ex vivo para reconocer células tumorales (también conocido como tratamiento con linfocitos T
modificados con receptor de antigeno quimérico o linfocitos CAR-T) (Maude et al.,, N Engl J Med (2014) 371,
1507-1517); y 2) la administracién de agentes que activan linfocitos T enddgenos, tales como anticuerpos
biespecificos (Oak y Bartlett, Expert Opin Investig Drugs (2015) 24, 715-724). Se informa de un ejemplo del primer
enfoque en el estudio por Maude et al., en el que se trataron 30 pacientes adultos y pediatricos con linfocitos T
autologos transducidos con un vector lentivirico con receptor de antigeno quimérico dirigido a CD19 (linfocitos
CAR-T para CTLO19). El resultado fue una remision mantenida basada en una tasa de supervivencia sin sucesos
en 6 meses de un 67 % y una tasa de supervivencia global de un 78 %. Sin embargo, todos los pacientes tuvieron
el sindrome de liberacion de citocinas (SLC) (asociado con la carga tumoral), teniendo un 27 % de los pacientes
SLC grave. También se observaron toxicidades del sistema nervioso central de causa desconocida a frecuencias
altas. El segundo enfoque, que implica activar los linfocitos T endégenos para reconocer dianas tumorales, elude
este obstaculo de escalabilidad y también puede proporcionar eficacia competitiva, datos de seguridad y
duraciones de respuesta potencialmente a largo plazo. En diferentes neoplasias malignas hematicas CD20*, este
enfoque se ejemplifica mejor por blinatumomab, una molécula biespecifica de linfocitos T que selecciona como
diana CD19-CD3 (Bargou et al., Science (2008) 321, 974-977) que se aprobd recientemente para pacientes con
leucemia linfocitica aguda (LLA) positiva para enfermedad residual minima. Este compuesto, que esta compuesto
por dos fragmentos Fv monocatenarios (el llamado formato BiTE®), dirige la lisis de células CD19* por linfocitos T
citoliticos. La principal limitacion de blinatumomab es su semivida corta (de aproximadamente 2 horas), lo que
necesita una infusién continua por medio de una bomba durante 4-8 semanas. Ademas, también se ha observado
con frecuencia SLC grave y toxicidad para el SNC (Klinger et al., Blood. 2012; 119(26).6226-6233). En pacientes
que recibieron blinatumomab en todos los ensayos clinicos, se han producido toxicidades neuroldgicas
aproximadamente en un 50 % de los pacientes y los tipos de toxicidades observados estan bien definidos en el
prospecto del envase.

4-1BB (CD137), un miembro de la superfamilia de receptores de TNF, se identificé, en primer lugar, como una
molécula inducible expresada por linfocitos T activados (Kwon y Weissman, Proc Natl Acad Sci USA (1989) 86,
1963-1967). Los estudios posteriores demostraron que muchas otras células inmunitarias también expresan
4-1BB, incluyendo los linfocitos NK, linfocitos B, linfocitos NKT, monocitos, neutréfilos, mastocitos, células
dendriticas (CD) y células de origen no hematopoyético, tales como células endoteliales y células musculares lisas
(Vinay y Kwon, Cell Mol Immunol. (2011) 8, 281-284). La expresion de 4-1BB en diferentes tipos de células es, en
su mayor parte, inducible y esta impulsada por diversas sefiales estimuladoras, tales como la activacién del
receptor de linfocitos T (TCR) o del receptor de linfocitos B, asi como la sefializacion inducida a través de moléculas
coestimuladoras o receptores de citocinas proinflamatorias (Diehl ef al., J Immunol (2002) 168, 3755-3762; Zhang
et al., J Immunol (2010) 184, 787-795).

El ligando para 4-1BB (4-1BBL o CD137L) se identifico en 1993 (Goodwin et al., Eur J Immunol. (1993) 23,
2631-2641). Se ha demostrado que la expresién de 4-1BBL estaba restringida en células presentadoras de
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antigenos (APC) profesionales, tales como linfocitos B, CD y macréfagos. La expresién inducible de 4-1BBL es
caracteristica de los linfocitos T, incluyendo subconjuntos de linfocitos T tanto ap como yd, y células endoteliales
(Shao y Schwarz, J Leukoc Biol (2011) 89, 21-29).

La coestimulacién a través del receptor de 4-1BB (por ejemplo, por fijacion de 4-1BBL) activa multiples cascadas
de sefializacién dentro del linfocito T (subconjuntos tanto CD4* como CD8*), aumentando poderosamente la
activacion de linfocitos T (Bartkowiak y Curran, Front Oncol (2015) 5, 117). En combinacion con la activacién del
TCR, los anticuerpos especificos de 4-1BB agonistas potencian la proliferacién de linfocitos T, estimulan la
secrecion de linfocinas y disminuyen la sensibilidad de los linfocitos T a la muerte celular inducida por activacién
(Snell et al., Immunol Rev (2011) 244, 197-217). Este mecanismo se avanzd ademas como la primera prueba de
concepto en inmunoterapia contra el cancer. En un modelo preclinico, la administracién de un anticuerpo agonista
contra 4-1BB en ratones que portaban tumores dio lugar a un potente efecto antitumoral (Melero et al., Nature Med
(1997) 3, 682-685). Mas tarde, las pruebas acumuladas indicaron que 4-1BB normalmente presenta su potencia
como agente antitumoral solo cuando se administra en combinacién con otros compuestos inmunomoduladores,
reactivos quimioterapicos, vacunacion especifica para tumores o radioterapia (Bartkowiak y Curran, Front Oncol
(2015) 5, 117).

La sefalizacién de la superfamilia de TNFR necesita la reticulacion de los ligandos trimerizados para que
interaccionen con los receptores, al igual que los anticuerpos agonistas de 4-1BB que requieren unién a Fc natural
(Liy Ravetch, Science (2011) 333, 1030-1034). 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* asociados con toxicidad hepatica (Dubrot et al., Cancer Immunol Immunother (2010) 59, 1223-1233) que
disminuye o mejora significativamente en ausencia de receptores de Fc funcionales en ratones. En la practica
clinica, un Ab agonista de 4-1BB competente con respecto a Fc (BMS-663513) (NCT00612664) provocd una
hepatitis de grado 4 que dio lugar a la finalizacién del ensayo (Simeone y Ascierto, J Immunotoxicol (2012) 9,
241-247). Por lo tanto, existe una necesidad de obtener agonistas de 4-1BB eficaces y mas seguros.

Se han preparado proteinas de fusién compuestas por un dominio extracelular de un ligando para 4-1BB y un
fragmento de anticuerpo monocatenario (Hornig et al,, J Immunother (2012) 35, 418-429; Mdlller et al., J
Immunother. (2008) 31, 714-722) o un Unico ligando para 4-1BB fusionado al extremo C de una cadena pesada
(Zhang et al., Clin Cancer Res (2007) 13, 2758-2767). Liu et al., J. Imnmunother. 2010, 33, 500-509, divulgan una
proteina de fusion ligando para 4-1BB/anti-CD20 y su combinacion con un diacuerpo anti-CD3/anti-CD20. El
documento WO 2010/010051 divulga la generacion de proteinas de fusion que consisten en tres ectodominios de
ligandos para TNF enlazados entre si y fusionados a una parte de anticuerpo. En la presente invencién, se
demuestra que las moléculas de unién a antigeno compuestas por un ligando para 4-1BB trimérico y, por tanto,
biolégicamente activo, y un dominio de unién a antigeno especifico para el antigeno tumoral CD19y una regién Fc
carente de unidon a FcyR, son, en particular, estables y soélidas (nombradas en el presente documento
CD19-4-1BBL). Estas construcciones se divulgan en el documento WO 2016/075278 y reemplazan la reticulacidn
mediada por FcyR inespecifica responsable de la toxicidad mediada por Fc por una reticulaciéon especifica de
linfocito B que selecciona como diana CD19.

CD19 es una diana ideal para inmunoterapia de neoplasias malignas de linfocitos B, ya que se expresa en la
superficie de los linfocitos B y es casi especifico de estas células. CD19 se expresa mas ampliamente que CD20 en
los 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 disminucidn la expresion de CD20. A veces, los linfomas de linfocitos B
también regulan por disminucién la expresion de CD20, pero siguen siendo positivos para CD19. Por lo tanto, la
seleccién como diana tanto de CD19 como de CD20 cubriria ampliamente los linfocitos B patoldgicos en los
linfomas, lo que también podria desviar la presion de seleccion de CD20 a tanto CD19 como a CD20. Aunque no se
sabe si CD19 contribuye directamente a la carcinogénesis de los linfocitos B, su expresién esta altamente
conservada en la mayoria de los tumores de linfocitos B, tales como leucemias linfoblasticas agudas (LLA),
leucemias linfociticas crénicas (LLC) y linfomas de linfocitos B. En las leucemias agudas, CD19 se expresa
constante y continuamente en casi todos los subtipos, mientras que solo un pequefio nimero de leucemias
expresan CD20.

El uso de rituximab y obinutuzumab, que son anticuerpos anti-CD20, en el tratamiento del trastorno proliferativo de
linfocitos B se ha descrito, por ejemplo, en: Robert (2017), NEJM 377(14):1331-1344; y en Karmali (2018), Annals
Onc. 29(2):332-340.

Por tanto, todavia existe una necesidad de obtener nuevos compuestos y combinaciones que tengan el potencial
de contribuir significativamente al tratamiento de pacientes con trastornos proliferativos de linfocitos B, tales como
LNH y LLC. Se ha descubierto que se logra un excelente efecto antitumoral cuando la molécula de unién a
antigeno 4-1BBL que selecciona como diana CD19 se combina con anticuerpos especificos que se unen al CD20
humano. Por tanto, en el presente documento se describe una novedosa politerapia para el cancer con neoplasia
maligna de linfocitos B.
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Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a un agonista de 4-1BB (CD137) que comprende un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a CD19, en particular, una molécula de unién a antigeno que comprende tres
ectodominios de 4-1BBL, y a su uso en combinacidn y de forma concomitante con anticuerpos que se unen a CD20
humano, en particular, rituximab u obinutuzumab, en un procedimiento para tratar o retrasar la progresién del
cancer, mas en particular para tratar o retrasar la progresién de trastornos proliferativos de linfocitos B. Se ha
descubierto que la politerapia descrita en el presente documento es mas eficaz en la inhibicidon del crecimiento
tumoral y eliminacién de las células tumorales que el tratamiento con anticuerpos anti-CD20 en solitario.

En un aspecto, la invencién proporciona un agonista de 4-1BB (CD137) para su uso en un procedimiento para
tratar un trastorno proliferativo de linfocitos B, en la que el agonista de 4-1BB se usa en combinacién con un
anticuerpo anti-CD20 seleccionado de rituximab u obinutuzumab,

en la que:

(a) dicho trastorno proliferativo de linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano
(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 la zona marginal (LZM), mieloma
multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH); y

(b) dicho agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende
(i)  un dominio de unidon a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,
(i)  un primery un segundo polipéptido que estan enlazados entre si por un enlace disulfuro, y

(iii) un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracién
EU)y

(c) dicho primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la 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 que estan conectados entre si por un conector
peptidico y dicho segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL que comprende la 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 otro aspecto, el agonista de 4-1BB que
comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y el anticuerpo anti-CD20
se administran juntos en una Unica composicion o se administran por separado en dos composiciones diferentes.

En un aspecto, los ectodominios de 4-1BBL comprenden una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ
ID NO: 5. Mas en particular, los ectodominios de 4-1BBL comprenden una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 5.

En un aspecto, el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende

(a) unaregién 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: 10y
(ili) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 11, y una region variable de la cadena
ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoéacidos 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) unaregién variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende (i) CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminodacidos de SEQ ID NO: 15, (ii) CDR-H2 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16y
(ili) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 17, y una region variable de la cadena
ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoéacidos 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, el dominio de unidén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende
una regién variable de la cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21y una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22 o 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: 23y una
region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En
un aspecto particular, el dominio de unidén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende una
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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 (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
24,

En un aspecto particular, se proporciona el agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento para tratar un
trastorno proliferativo de linfocitos B seleccionado del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM), mieloma muiltiple
(MM) y linfoma de Hodgkin (LH) en combinacién con un anticuerpo anti-CD20, 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.

En otro aspecto, se proporciona el agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento para tratar un trastorno
proliferativo de linfocitos B seleccionado del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y
linfoma de Hodgkin (LH) en combinacion con un anticuerpo anti-CD20 como se define anteriormente en el presente
documento, en el que la combinacion se administra de forma concomitante a intervalos de aproximadamente una
semana a tres semanas.

En otro aspecto, se proporciona el agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento para tratar un trastorno
proliferativo de linfocitos B seleccionado del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y
linfoma de Hodgkin (LH) en combinacién con un anticuerpo anti-CD20, en el que se realiza un pretratamiento con
un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il, 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 |, preferentemente obinutuzumab.

En otro aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el agonista de 4-1BB como se
define anteriormente en el presente documento y un anticuerpo anti-CD20 seleccionado de rituximab u
obinutuzumab, en la que el agonista de 4-1BB y el anticuerpo anti-CD20 se administran juntos en una Unica
composicidon. 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
hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM),
mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).

Breve descripciéon de los dibujos

La figura 1 muestra moléculas de unién a antigeno CD19-4-1BBL particulares como se usa en los ejemplos. Estas
moléculas se describen con mas detalle en los ejemplos 1y 2, respectivamente. El punto negro grueso representa
la modificacién de botén en ojal. La figura 1A muestra una molécula de unién a antigeno que contiene un trimero
CD19 4-1BBL monovalente con modificaciones aminoacidicas en el dominio CH1y CL contiguo al dimero 4-1BBL
y al monémero 4-1BBL. Como comprendia la proteina de unién para CD19, 8B8-018, en el presente documento se
nombré CD19(018)-4-1BBL mono. La construccion mostrada en la figura 1B difiere de la 1A en que comprende la
proteina de unidén para CD19, 8B8-2B11, y, por tanto, se denominé CD19(2B11)-4-1BBL mono. La figura 1D
muestra la construccién bivalente con la proteina de unidén para CD19(018), denominada CD19(018)-4-1BBL bi.
Las figuras 1C y 1E muestran moléculas de control no seleccionadas como diana (la proteina de unién para CD19
se ha reemplazado por un Fab de DP47 que no se une). La figura 1F muestra una molécula de unién a antigeno
que contiene un trimero CD19 4-1BBL monovalente que comprende un dimero 4-1BBL murino y un mondémero
4-1BBL murino, denominada en el presente documento CD19-4-1BBL o CD19-mu4-1BBL hibrida.

La figura 2A ilustra la configuracién del ensayo que mide la unién simultanea de 4-1BBL dividido trimérico que
selecciona como diana CD19 a 4-1BB murino y CD19 humano (ejemplo 2). El grafico en la figura 2B muestra la
unién simultanea del sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL (analito 1) a 4-1BB murino inmovilizado y CD19 humano
(analito 2).

En las figuras de 3A a 3C se demuestra que CD19-4-1BBL pudo promover la activacién de linfocitos NK
(liberacidn de IFNy) que se activaron por rituximab u obinutuzumab (Gazyva) al interaccionar con lineas celulares
de LNH, es decir, con WSU-DLCL2 (CD19*CD20%"%) (fig. 3A), SU-DHL-8 (CD19*CD20%3?) (fig. 3B) o Naml-6
(CD19*CD20%3) (fig. 3C).

Las figuras de 4A a 4C muestran que al combinar CD19-4-1BBL con rituximab u obinutuzumab (Gazyva), se
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promueve la activacion de linfocitos NK (regulacion por incremento de CD25) al interaccionar con lineas celulares
de LNH, es decir, con WSU-DLCL2 (CD19*CD202%) (fig. 4A), SU-DHL-8 (CD19*CD20%32) (fig. 4B) o Naml-6
(CD19*CD20%3) (fig. 4C).

En las figuras de 5A a 5C se demuestra que la combinacion de CD19-4-1BBL y obinutuzumab (Gazyva)
promueve la activacién de linfocitos NK (regulacion por incremento de CD25) al interaccionar con las lineas
celulares de LNH WSU-DLCL2 (fig. 5A), SU-DHL-8 (fig. 5B) o Naml-6 (fig. 5C), mientras que la combinacion de
urelumab con obinutuzumab no lo hace.

La figura 6 muestra el protocolo del estudio de eficacia in vivo de la molécula CD19-4-1BBL hibrida monovalente
(CD19-mu4-1BBL mono) en combinacion con rituximab en ratones Scid huCD16Tg. En la tabla a continuacion se
definen los subgrupos de ratones que recibieron diferentes combinaciones y dosis. El experimento se describe en
el ejemplo 4 y los resultados se muestran en las figuras 7A y 7B. La combinacion de CD19-mu4-1BBL mono en
combinacién con rituximab indujo una inhibicion del crecimiento tumoral mas fuerte y mas rapida en comparacién
con la monoterapia con rituximab o la monoterapia con CD19-mu4-1BBL mono en todas las dosis sometidas a
prueba. Como se muestra en la figura 7B, los pesos tumorales al finalizar el estudio confirmaron estos hallazgos.

La figura 8 muestra el protocolo del estudio de eficacia in vivo de la construccion CD19 (2B11)-4-1BBL
monovalente en combinacion con obinutuzumab (Gazyva) en ratones NSG completamente humanizados que
portan WSU-DLCL2. En la tabla a continuacidn se definen los subgrupos de ratones que recibieron diferentes
combinaciones y dosis. El experimento se describe en el ejemplo 5y los resultados se muestran en la figura 9. La
combinaciéon de CD19 (2B11)-4-1BBL mono con Gazyva indujo una inhibicién del crecimiento tumoral mucho mas
fuerte en comparacién con la monoterapia con Gazyva.

Descripcién detallada

La divulgacion técnica que se expone a continuacién puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de las
reivindicaciones. Los elementos de la divulgacién que no entran dentro del alcance de las reivindicaciones se
proporcionan a titulo informativo.

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 latécnica ala que la presente invencidn pertenece. Para los propdsitos
de interpretacién de la presente memoria descriptiva, se aplicaran las siguientes definiciones y, cuando se
apropiado, 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. Los ejemplos de moléculas de
unién a antigeno son anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y proteinas de unién a antigeno de andamio.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpos, 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 unién a antigeno deseada.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales 0 que surgen durante la produccién de una preparacién de
anticuerpos monoclonales, estando presentes en general dichas variantes en cantidades escasas. En contraste
con las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos
monoclonales se dirige contra un Unico determinante en un antigeno.

El término anticuerpo "monoespecifico” como se usa en el presente documento indica un anticuerpo que tiene
uno o mas sitios de unidén de los que cada uno 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 unién a antigeno biespecifica comprende dos
sitios de unién a antigeno, de los que cada uno es especifico para un determinante antigénico diferente. En
determinados modos de realizacidn, la molécula de union 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 solicitud actual 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 unién, cuatro sitios de unioén y seis sitios de unién, respectivamente, en una
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molécula de unién a antigeno. "Monovalente" indica la presencia de solo un dominio de unidén para una diana
particular en la molécula de unién a antigeno.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" 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 refiere a moléculas de inmunoglobulina
naturales con estructuras variables. Por ejemplo, los anticuerpos de clase IgG naturales son glucoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltones, compuestas por dos cadenas ligeras y dos cadenas
pesadas que se unen con disulfuro. Desde el extremo N al C, cada cadena pesada tiene una regién variable (VH),
también llamada dominio pesado variable 0 dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios
constantes (CH1, CH2 y CH3), también llamados region constante de la cadena pesada. De forma similar, del
extremo N al C, cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también llamada dominio ligero variable o
dominio variable de la cadena ligera, seguida de un dominio constante de la cadena ligera (CL), también llamado
region constante de la cadena ligera. La cadena pesada de un anticuerpo se puede asignar a uno de cinco tipos,
llamados a (IgA), d (1gD), € (IgE), y (1gG) o u (IgM), de los que algunos se pueden dividir ademas en subtipos, por
ejemplo, y1 (19G1), y2 (1gG2), y3 (1gG3), y4 (1gG4), 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
porcion 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')2; diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, fragmentos cross-Fab; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo,
scFv); y anticuerpos de dominio Unico. Para una revision 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,
Pluckthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag,
New York, pp. 269-315 (1994); véanse también el documento WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.°s
5.571.894 y 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos Fab y F(ab')2 que comprenden residuos de epitopo de
unién a 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 union a antigeno que pueden ser
bivalentes o biespecificos, véanse, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat
Med 9, 129-134 (2003); y Hollinger 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 porcion del dominio variable de la cadena pesada o todo o
una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En determinados aspectos, 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 producciéon por células
huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), como se describe en el presente documento.

La digestién 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 regién bisagra de anticuerpo. Fab'-SH son fragmentos Fab' en los que el/los
residuo(s) de cisteina de los dominios constantes contiene(n) un grupo tiol libre. El tratamiento con pepsina
proporciona un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de combinacion de antigeno (dos fragmentos Fab) y una
parte de la regién Fc.

El término "fragmento cross-Fab" o "fragmento xFab" o "fragmento Fab de entrecruzamiento” se refiere a un
fragmento Fab, en el que las regiones variables o bien las regiones constantes de la cadena pesada y ligera se
intercambian. Son posibles dos composiciones de cadena diferentes de una molécula Fab de entrecruzamiento y
estan comprendidas en los anticuerpos biespecificos: Por una parte, las regiones variables de la cadena pesada y
ligera de Fab se intercambian, es decir, la molécula Fab de entrecruzamiento comprende una cadena peptidica
compuesta por la regién variable de la cadena ligera (VL) y la regidn constante de la cadena pesada (CH1), y una
cadena peptidica compuesta por la regién variable de la cadena pesada (VH) y la region constante de la cadena
ligera (CL). Esta molécula Fab de entrecruzamiento también se denomina CrossFab (wvH). Por otra parte, cuando
las regiones constantes de la cadena pesada y ligera de Fab se intercambian, 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 regidon variable de la cadena ligera (VL) y la
regiéon constante de la cadena pesada (CH1). Esta molécula Fab de entrecruzamiento también se denomina
CrossFab cLcH).
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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 de N terminal a C
terminal. a) VH-CH1-conector-VL-CL, b) VL-CL-conector-VH-CH1, ¢) VH-CL-conector-VL-CH1 o d) VL-CH1
-conector-VH-CL; y en el que dicho conector es un polipéptido de al menos 30 aminoacidos, preferentemente de
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. Ademas, estas moléculas Fab monocatenarias se podrian estabilizar
ademas por generacion de enlaces disulfuro intercatenarios por medio de la insercion de residuos de cisteina (por
ejemplo, la posicion 44 en |la cadena pesada variable y la posicién 100 en la cadena ligera variable de acuerdo con
la numeraciéon 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 cadenal 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 de 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, estas moléculas x-scFab se podrian estabilizar ademas por generacién de
enlaces disulfuro intercatenarios por medio de la insercion de residuos de cisteina (por ejemplo, la posicién 44 en la
cadena pesada variable y la posicién 100 en |la cadena ligera variable de acuerdo con la numeracién de Kabat).

Un "fragmento variable monocatenario (scFv)" es una proteina de fusién de las regiones variables de las
cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo, conectada con un péptido conector 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 Vn con el extremo C de VL o bien
viceversa. Esta proteina retiene la especificidad del anticuerpo original, a pesar de la retirada de las regiones
constantes y la introduccidn 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
conjuntamente con un dominio VL, o de un dominio VL, a saber, que se pueden ensamblar conjuntamente con un
dominio VH a un sitio de unién a antigeno funcional y proporcionar de este modo la propiedad de unién a antigeno
de los anticuerpos de longitud completa.

Las "proteinas de unién a antigeno de andamio" son conocidas en la técnica, por ejemplo, la fibronectina y
proteinas con repeticiones de anquirina disefiadas (DARPIn) se han usado como andamios alternativos para los
dominios de unién a antigeno, véase, por ejemplo, Gebauer y Skerra, Engineered protein scaffolds as
next-generation antibody therapeutics. Curr Opin Chem Biol 13:245-255 (2009) y Stumpp et al., Darpins: A new
generation of protein therapeutics. Drug Discovery Today 13: 695-701 (2008). En un aspecto, una proteina de
unién a antigeno de andamio se selecciona del grupo que consiste en CTLA-4 (Evibody), lipocalinas (anticalina),
una molécula derivada de proteina Atal como dominio Z de proteina A (Affibody), un dominio A (Avimer/Maxibody),
una transferrina sérica (trans-cuerpo); una proteina con repeticiones de anquirina disefiada (DARPIn), un dominio
variable de la cadena ligera o cadena pesada de anticuerpo (anticuerpo de dominio Unico, sdAb), un dominio
variable de la cadena pesada de 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 de
beta-lactamasa (fragmentos Vnar), una ubicuitina o cristalina gamma humana (moléculas de Affilin); un dominio de
tipo kunitz de inhibidores de proteasas humanas, microcuerpos, tales como las proteinas de la familia knottin,
aptameros peptidicos y fibronectina (adnectina).

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

Las proteinas con repeticiones de anquirina disefiadas (DARPIn) se derivan de anquirina que es una familia de
proteinas que median en la fijacién de proteinas de membrana integrales al citoesqueleto. Una repeticién de
anquirina individual es un motivo de 33 residuos que consiste en dos hélices alfa y una vuelta beta. Se pueden
genomanipular para unirse a diferentes antigenos diana aleatorizando residuos en la primera hélice alfa y una
vuelta beta de cada repeticion. Su interfase de union se puede incrementar incrementando el nimero de modules
(un procedimiento de maduracién en afinidad). Para detalles adicionales, véanse 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 Unicos se derivaron del dominio variable de la cadena pesada de
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anticuerpo de camélidos (nanocuerpos o fragmentos VyH). Ademas, el término anticuerpo de dominio Unico incluye
un dominio variable de la cadena pesada humano auténomo (aVH) o fragmentos Vnar derivados de tiburones.

Una "molécula de unién a antigeno que se une al mismo epitopo" como molécula de referencia se refiere a una
molécula de union a antigeno que bloquea la unidn de la molécula de referencia a su antigeno en un ensayo de
competencia en un 50 % o mas, y a la inversa, la molécula de referencia bloguea la union 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, parte que se denomina 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 unién a
antigeno comprende una regién variable de la cadena ligera (VL) de anticuerpo y una regién variable de la cadena
pesada (VH) de anticuerpo.

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 union a antigeno, formando un complejo de resto de unién a antigeno-antigeno. Los determinantes
antigénicos Utiles se pueden encontrar, por ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies de
células infectadas por virus, en las superficies de otras células patoldgicas, en la superficie de células inmunitarias,
libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (MEC). 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, seres humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos
que se indique de otro modo. En un modo de realizacién 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.

Con "unién especifica" se quiere decir que la unién es selectiva para el antigeno y se puede discriminar de las
interacciones no deseadas o inespecificas. La capacidad de una molécula de unién a antigeno de unirse a un
antigeno especifico se puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien otras
técnicas conocidas para un experto en la técnica, por ejemplo, técnica de resonancia de plasmon superficial (RPS)
(analizado en un instrumento de BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de unién
tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacién, el grado de unién de una
molécula de union a antigeno a una proteina no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la
unién de la molécula de unién a antigeno al antigeno como se mide, por ejemplo, por RPS. En determinados
modos de realizacion, una molécula que se une al antigeno tiene una constante de disociaciéon (Kd) de < 1 uM, <
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 1013 M).

"Afinidad" o "afinidad de union" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un unico
sitio de unidén de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unién (por ejemplo, un antigeno). A
menos que se indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unidon” se refiere a
afinidad de union intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y, en general, se puede representar por la
constante de disociacién (Kd), que es la proporcion de las constantes de velocidad de disociacion y asociacién (kg
y ka, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender diferentes constantes de
velocidad, siempre que la proporcion de las constantes de velocidad permanezca igual. La afinidad se puede medir
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 (RPS).

Un "antigeno para linfocito 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 para linfocito B maligno").

El término "antigeno asociado a tumor" quiere decir cualquier antigeno que se exprese altamente por células
tumorales o en el estroma tumoral. Un antigeno asociado a tumor particular es CD19.

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, seres 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 de CD19 humano se muestra en el n.° de acceso a Uniprot P15391 (version
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160, SEQ ID NO: 62). 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 al mismo. 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
diferenciacién terminal en células plasmaticas y linfocitos B malignos. CD19 se expresa en la mayoria de las
leucemias linfoblasticas agudas (LLA), linfomas no hodgkinianos, leucemias linfociticas crénicas (LLC) de linfocitos
B, leucemias prolinfociticas, tricoleucemias, leucemias linfociticas agudas comunes y algunas leucemias
linfoblasticas agudas de linfocitos nulos. La expresién de CD19 en células plasmaticas sugiere ademas que se
puede expresar en tumores de linfocitos B diferenciados, tales como el mieloma multiple. Por lo tanto, el antigeno
CD19 es una diana para inmunoterapia en el tratamiento de linfoma no hodgkiniano, leucemia linfocitica crénica y/o
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, seres 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 de CD20 humano se muestra en el n.° de acceso a Uniprot P1 1836 (versién 149, SEQ
ID NO: 63). CD20 es una proteina transmembranaria hidréfoba con un peso molecular de aproximadamente 35 kD
expresada en linfocitos pre-B y B maduros. El gen humano correspondiente es el miembro 1, subfamilia A, de 4
dominios que abarcan la membrana, también conocido como MS4A1. Este gen codifica un miembro de la familia
de genes 4A que abarcan la membrana. Los miembros de esta familia de proteinas nacientes se caracterizan por
rasgos caracteristicos estructurales comunes y limites de empalme entre 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
plasméaticas. Este miembro de la familia se localiza en 11912, entre un grupo de miembros de la familia. El
empalme alternativo de este gen da como resultado dos variantes de transcripcion 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 suficiente afinidad, de modo que el anticuerpo sea util como agente de diagndstico y/o
terapéutico al seleccionar como diana CD20. En un modo de realizacidn, el grado de unién de un anticuerpo
anti-CD20 a una proteina distinta de CD20 no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién
del anticuerpo a CD20 como se mide, por ejemplo, por un radicinmunoanalisis (RIA). En determinados modos de
realizacién, un anticuerpo que se une a CD20 tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1 uyM, < 100 nM, <
10 nM, < 1nM, £ 0,1 nM, < 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, de 10® M o menos, por ejemplo, de 108 M a
1013 M, por ejemplo, de 10°° M a 10" M). En determinados modos de realizacion, un anticuerpo anti-CD20 se une
a un epitopo de CD20 que se conserva entre CD20 de especies diferentes.

Con "anticuerpo anti-CD20 de tipo II" se quiere decir un anticuerpo anti-CD20 que tiene propiedades de uniény
actividades bioldgicas de anticuerpos anti-CD20 de tipo Il 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 de tipo Il

anticuerpos anti-CD20 de tipo | anticuerpos anti-CD20 de tipo I
Se unen al epitopo de CD20 de clase | Se unen al epitopo de CD20 de clase Il
Localizan a CD20 en balsas lipidicas No localizan a CD20 en balsas lipidicas
CDC alta* CDC baja*
Actividad ADCC * Actividad ADCC*
Capacidad de union completa a linfocitos B Aprox. la mltad_de c_apamdad de unién a
linfocitos B
Agregacion homotipica débil Agregacién homotipica
Induccién de muerte celular baja Induccion de muerte celular fuerte

* en el caso de isotipo IgG1
Los ejemplos de anticuerpos anti-CD20 de tipo Il incluyen, por ejemplo, obinutuzumab (GA101), tositumumab (B1),

|gG1 de anticuerpo B-Ly1 humanizado (un anticuerpo IgG1 humanizado quimérico como se divulga en el
documento WO 2005/044859), 1gG1 11B8 (como se divulga en el documento WO 2004/035607) e 1gG1 AT80.
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En un aspecto, el anticuerpo anti-CD20 de tipo || comprende la secuencia de la regién variable de la cadena
pesada (VHCD20) que comprende la HCDR1 de SEQ ID NO: 73, la HCDR2 de SEQ ID NO: 74 y la HCDR3 de SEQ
ID NO: 75y la secuencia de la regidn variable de la cadena ligera (VL.CD20) que comprende la LCDR1 de SEQ ID
NO: 76, la LCDR2 de SEQ ID NO: 77 y la LCDR3 de SEQ ID NO: 78. En otro aspecto, el anticuerpo anti-CD20 de
tipo Il se genomanipula para tener una proporcion incrementada de oligosacaridos no fucosilados en la regién Fc
en comparacion con un anticuerpo no genomanipulado. En un aspecto, al menos aproximadamente un 40 % de los
oligosacaridos enlazados a N en la region Fc del anticuerpo anti-CD20 de tipo |l estan no fucosilados.

En un aspecto particular, el anticuerpo anti-CD20 de tipo Il es obinutuzumab (DCI recomendada, WHO Drug
Information, vol. 26, n.° 4, 2012, p. 453). Como se usa en el presente documento, obinutuzumab es sinénimo de
GA101. El nombre comercial es GAZYVA® o GAZYVARO®. Esto reemplaza todas las versiones previas (por
ejemplo, vol. 25, n.° 1, 2011, p. 75-76) y es conocido anteriormente como afutuzumab (DCI recomendada, WHO
Drug Information, vol. 23, n.° 2, 2009, p. 176; vol. 22, n.° 2, 2008, p. 124). En un modo de realizacion, el anticuerpo
anti-CD20 de tipo Il comprende la secuencia de la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 79 y la
secuencia de la regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 80. En un aspecto, el anticuerpo anti-CD20 de
tipo Il es tositumomab.

Con "anticuerpo anti-CD20 de tipo I" se quiere decir un anticuerpo anti-CD20 seleccionado del grupo que consiste
en rituximab, ofatumumab, veltuzumab, ocaratuzumab, ocrelizumab, PR0O13921, ublituximab, IgG3 HI47 (ECACC,
hibridoma), 1gG1 2C6 (como se divulga en el documento WO 2005/103081), 1gG1 2F2 (como se divulga en los
documentos WO 2004/035607 y WO 2005/103081) e 1gG1 2H7 (como se divulga en el documento WO
2004/056312). Un anticuerpo anti-CD20 de tipo | particular es rituximab.

"Rituximab" es un anticuerpo monoclonal que contiene el dominio constante murino gamma 1 humano quimérico
genomanipulado dirigido contra el antigeno CD20 humano. Este anticuerpo quimérico contiene dominios
constantes gamma 1 humanos y se identifica con el nombre de "C2B8" en el documento US 5.736.137 (Andersen
et al.) expedido el 17 de abril de 1998, cedido a IDEC Pharmaceuticals Corporation. Rituximab esta aprobado para
el tratamiento de pacientes con linfoma no hodgkiniano de linfocitos B, positivo para CD20, de escasa malignidad o
folicular recidivante o resistente al tratamiento. Los estudios in vitro del mecanismo de accién han demostrado que
rituximab presenta citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) humana (Reff, M.E., et al., Blood 83 (1994)
435-445). Adicionalmente, presenta actividad significativa en ensayos que miden la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). Rituximab no esta afucosilado.

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: 64; regidon variable de la cadena
ligera (VL) murina: SEQ ID NO: 65 (véase Poppema, S. y Visser, L., Biotest Bulletin 3 (1987) 131-139) por
quimerizacién con un dominio constante humano de IgG1 y seguido de humanizacién (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 "reduciendo"), por ejemplo,
reduccion del numero de linfocitos B o liberacion de citocinas, se refiere a una disminucién de la respectiva
cantidad, como se mide por procedimientos apropiados conocidos en la técnica. Por claridad, el término incluye
también la reduccién hasta cero (o por debajo del limite de deteccion del procedimiento analitico), es decir, la
supresién o eliminacién completa. Por el contrario, "incrementada” se refiere a un incremento de la respectiva
cantidad.

Un "antigeno para linfocito 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 citotdxico.

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 para linfocito T
activador, tal como CD3, y un antigeno para célula diana, tal como CD20 o CD19. Otros ejemplos incluyen
receptores de antigenos quiméricos (CAR) que comprenden un dominio activador de linfocitos T y un resto de
unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno para célula diana, tal como CD20 o CD19.

Un "antigeno para linfocito T activador' 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 interaccién
de una molécula de unién a antigeno con un antigeno para linfocito T activador puede inducir la activacién de
linfocitos T activando la cascada de sefializacién del complejo receptor de linfocitos T. Un antigeno para linfocito T
activador ejemplar es CD3.
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El término "regién variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en unir la molécula de unidén a antigeno al antigeno. Los dominios variables de la cadena
pesada y la cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen, en general, estructuras
similares, comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones
hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindt ef al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina
91 (2007). Un dominio VH o VL Unico puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno.

El término "regién 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 hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos ("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 la mayor variabilidad de secuencia 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). (Chothiay Lesk, J. Mo/. 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 regién variable que forman las regiones de unidén a antigeno. Esta region particular se
ha descrito por Kabat et al., U.S. Dept, of Health and Human Services, "Sequences of Proteins of Immunological
Interest” (1983) y por Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), donde las definiciones incluyen la
superposicién o subconjuntos de residuos de aminoacido cuando se comparan entre si. No obstante, se pretende
que la aplicacién de cualquier definicidn para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes del mismo esté
dentro del alcance del término como se define y usa en el presente documento. Los residuos de aminoacido
apropiados que engloban las CDR, como se define por cada una de las referencias citadas anteriormente, se
exponen a continuacion en la tabla B como comparacién. Los numeros de residuos exactos que engloba una CDR
particular variaran dependiendo de la secuencia y tamafio de la CDR. Los expertos en la técnica pueden
determinar de forma rutinaria qué residuos comprenden una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de
la regién variable del anticuerpo.

TABLA B. Definiciones de CDR!

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 de Vu 31-35 26-32 26-35
CDR2 de Vn 50-65 52-58 50-58
CDR3 de VH 95-102 95-102 95-102
CDR1 de VL 24-34 26-32 24-34
CDR2 de Vi 50-56 50-52 50-56
CDR3 de Vi 89-97 91-96 89-97

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

2"AbM" con una "b" minlscula como se usa en la tabla A se refiere a las CDR como se define 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 regién 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, "numeracién de Kabat" se refiere al sistema
de numeracién 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 numeracién de
posiciones de residuos de aminoacido especificas en una region variable de anticuerpo son de acuerdo con el
sistema de numeracion de Kabat.

Con la excepcion de 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) aparecen 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 en el dominio variable (por ejemplo, residuos
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FR) se numeran en el presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Como se usa en el presente documento, el término "madurada en afinidad" en el contexto de moléculas de union
a antigeno (por ejemplo, anticuerpos) se refiere a una molécula de unién a antigeno que se deriva de una molécula
de unién 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 maduracion en 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 madurada en afinidad se une al mismo epitopo que la molécula de unién a antigeno de referencia inicial.

"Regién estructural” o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la regién
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)-FRA4.

Una "regidn estructural humana aceptora" para los propdsitos en el presente documento es una region
estructural que comprende la secuencia de aminoacidos de una regién estructural del dominio variable de la
cadena ligera (VL) o una region estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una regién
estructural de inmunoglobulina humana o una region estructural consenso humana, como se define a continuacién.
Una regidn estructural humana aceptora "derivada de" una regién 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 de
aminoacidos es de 10 0 menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos,
0 2 0 menos. En algunos modos de realizacién, la region estructural humana aceptora de VL es idéntica en
secuencia a la secuencia de la regién estructural de inmunoglobulina humana de VL o la secuencia de la regién
estructural consenso humana.

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que una porcidén 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.

La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante poseido por su cadena
pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas se pueden
dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, 19G1, 19G2, 19Gs, 19G4, IgA1 € IgA2. Los dominios constantes de
la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, 8, €, vy, ¥ J,
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 realizacién, 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, las CDR) se corresponden con las de un anticuerpo no
humano, y todas o sustancialmente todas las FR se corresponden con las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente puede comprender al menos una porcidon de una regidon 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 humanizacién. Otras formas de "anticuerpos
humanizados" englobadas en el presente documento son aquellas en las que la region constante se ha modificado
0 cambiado adicionalmente con respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades de acuerdo con
la divulgacion, especialmente con respecto a la unién a C1qy/o union al receptor de Fc (FcR).

Un anticuerpo "humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde ala de un anticuerpo
producido por un ser 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 definicion de un anticuerpo
humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no
humanos.

El término "dominio Fc" o "regién Fc" en el presente documento se usa para definir una region C terminal de una
cadena pesada de anticuerpo que contiene al menos una porcion de la regién constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Una regidén Fc de IgG comprende un dominio CH2 de IgG
y un dominio CH3 de IgG. El "dominio CH2" de una regién Fc de IgG humana normalmente se extiende de un
residuo de aminoéacido aproximadamente en la posicidon 231 a un residuo de aminoacido aproximadamente en la
posicion 340. En un modo de realizacion, una cadena glucidica se fija 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, de un residuo de
aminoacido aproximadamente en la posicion 341 a un residuo de aminoacido aproximadamente en la posicién 447
de una IgG). La regidon 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
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del mismo y una "cavidad" ("ojal") introducida correspondiente en la otra cadena del mismo; véase la patente de
EE. UU. n.° 5.821.333). Dichos dominios CH3 variantes se pueden usar para promover la heterodimerizacién de
dos cadenas pesadas de anticuerpo no idénticas como se describe en el presente documento. En un modo de
realizacion, una region Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al
extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C terminal (Lys447) de la region Fc puede o no
estar presente. A menos que se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracién de residuos de
aminoacido en la regién Fc o region constante es de acuerdo con el sistema de numeraciéon 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 cavidad ("ojal")
correspondiente 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 aminoacidos grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o
treonina). La protuberancia y la cavidad se pueden preparar alterando el acido nucleico que codifica los
polipéptidos, por ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica. En un modo de realizacion
especifico, una modificacién de boton 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 realizacion especifico, la subunidad del
dominio Fc que comprende la modificacion de botén adicionalmente comprende la sustitucion aminoacidica
S354C, y la subunidad del dominio Fc que comprende la modificacién de ojal adicionalmente comprende la
sustitucién aminoacidica Y349C. La introduccion de estos dos residuos de cisteina da como resultado la formacién
de un puente disulfuro entre las dos subunidades de la regién Fc, estabilizando ademas, por tanto, el dimero
(Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

Se pretende que una "regidon equivalente a la regién Fc de una inmunoglobulina" incluya variantes alélicas
naturales de la regién Fc de una inmunoglobulina, asi como variantes que tengan alteraciones que producen
sustituciones, adiciones o deleciones pero que no disminuyan sustancialmente la capacidad de la inmunoglobulina
de mediar en las funciones efectoras (tales como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos). Por ejemplo,
se pueden delecionar uno o mas aminoacidos del extremo N o extremo C de la regidn Fc de una inmunoglobulina
sin pérdida sustancial de la funcion biolégica. Dichas variantes se pueden seleccionar de acuerdo con reglas
generales conocidas en la técnica para tener un efecto minimo sobre la actividad (véase, por ejemplo, Bowie, J. U.
et al., Science 247:1306-10 (1990)).

Eltérmino "funciones efectoras" se refiere a las actividades bioldgicas atribuibles a |la regién Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q
y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), unién al receptor de Fc, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecidon de citocinas, captacién de
antigenos mediada por el 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, tras la interaccién por una regiéon Fc de un anticuerpo,
provoca acontecimientos de sefializacion que estimulan a la célula que porta el receptor para que realice funciones
efectoras. Los receptores de Fc activadores incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla (CD32) y FecaRl
(CD89). Un receptor de Fc activador particular es FcyRllla humano (véase el n.° de acceso a UniProt P08637,
versién 141).

Como se usa en el presente documento, el término "células efectoras" se refiere a una poblacién de linfocitos que
presentan 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 regién Fc de un
anticuerpo y contribuyen a la destruccién de células diana, por ejemplo, células tumorales. Las células efectoras
pueden mediar, por ejemplo, efectos citotoxicos o fagociticos. Las células efectoras incluyen, pero no se limitan a,
linfocitos T efectores tales como linfocitos T citotéxicos CD8*, linfocitos T auxiliares CD4*, linfocitos T yJ, 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 transduccidn 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 o fragmentos méas cortos del mismo que son
responsables de la trimerizacion y de la union al 4-1BB receptor correspondiente. El término "ectodominio de
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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 unidn a receptor).

"4-1BBL" 0 "ligando para 4-1BB" 0 "CD137L"es un miembro de la familia de ligandos para TNF coestimuladores
que puede coestimular la proliferacion y produccién de citocinas de linfocitos T. Los ligandos de |la familia de TNF
pueden coestimular las sefiales de TCR tras la interaccién con sus receptores de TNF correspondientes; y la
interacciéon con sus receptores da lugar al reclutamiento de factores asociados a TNFR (TRAF), que inician
cascadas de sefializacion que dan como resultado la activacion de linfocitos T. 4-1BBL es una proteina
transmembranaria de tipo II. Se ha descrito que el 4-1BBL de longitud completa o total que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 66 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 "regién de trimerizacién". Los aminoacidos 50-254 de la secuencia de 4-1BBL humano (SEQ ID NO:
67) forman el dominio extracelular de 4-1BBL, pero incluso fragmentos del mismo pueden formar los trimeros. En
modos de realizacién especificos, 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 (aminoéacidos 80-254 de
4-1BBL humano), SEQ ID NO: 2 (aminoacidos 85-254 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 5 (aminoéacidos 71-248 de
4-1BBL humano), SEQ ID NO: 6 (aminoacidos 85-248 de 4-1BBL humano), SEQ ID NO: 7 (aminoéacidos 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, seres humanos) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas) a menos que se indique de otro modo. El término engloba 4-1BB sin
procesar "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 enla SEQ ID NO: 68 (n.° de acceso a Uniprot
QO07011), la secuencia de aminoacidos de un 4-1BB murino ejemplar se muestra en la SEQ ID NO: 69 (n.° de
acceso a 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: 70 (n.° de acceso a Uniprot FEW5GB).

Los términos "anticuerpo anti-4-1BB", "anti-4-1BB", "anticuerpo para 4-1BB" y "un anticuerpo que se une
especificamente a 4-1BB" se refieren a un anticuerpo que se puede unir a 4-1BB con suficiente afinidad de modo
que el anticuerpo sea util como agente de diagnéstico y/o terapéutico al seleccionar como diana 4-1BB. En un
modo de realizacidon, el grado de unidn de un anticuerpo anti-4-1BB a una proteina distinta de 4-1BB no
relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la union del anticuerpo a 4-1BB como se mide, por
ejemplo, por un radioinmunoanalisis (RIA) o citometria de flujo (FACS). En determinados modos de realizacion, un
anticuerpo que se une a 4-1BB tiene una constante de disociacion (Kp) de £ 1 yM, 100 nM, €10 nM, £ 1 nM, <
0,1 nM, < 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, de 10® M o menos, por ejemplo, de 10% M a 10-'3 M, por ejemplo,
de 108 M a 1019 M). Por ejemplo, urelumab es un anticuerpo anti-4-1BB derivado del anticuerpo 20H4.9.

El término "conector peptidico" se refiere a un péptido que comprende uno o mas aminoacidos, tipicamente de
aproximadamente 2 a 20 aminoacidos. Los conectores peptidicos son conocidos en la técnica o se describen en el
presente documento. Los péptidos conectores no inmunégenos adecuados, por ejemplo, son los conectores

peptidicos (G4S)n, (SGa)n 0 Ga(SGa)n, enlos que "n" es, en general, un nimero entre 1y 10, tipicamente entre 2y 4,
en particular 2, es decir, los péptidos seleccionados del grupo que consiste en GGGGS (SEQ ID NO: 81)
GGGGSGGGHS (SEQ ID NO: 82), SGGGGRGGEE (SEQ ID NO: 83)y GGGGSGGGGSEGGE (sEQ 1D NO:
84), pero también incluyen las secuencias GSPGSSSSUBSEQ ID NO: 85), (G4S)s (SEQ ID NO: 86), (G4S)s
(SEQ ID NO: 87), GSGSGSGS (sgqQ ID NO: 88), USGSGNGS (gEq |p NO: 89), GGSGSGSEG (5Eq 1D NO:
90), GGSGSG (sEQ ID NO: 91), GGSG (SEQ 1D NO: 92), COSGNGSG (sEq 1D NO: 93), GONGSGSG (5EQ 1D

NO: 94)y GGNGSG (SEQ ID NO: 95). Los conectores peptidicos de particular interés son (G4S) (SEQ ID NO: 81)
y (G4S)2 (SEQ ID NO: 82).

El término "aminoacido" como se usa en la presente solicitud indica el grupo de carboxi-a-aminoacidos naturales
que comprenden alanina (cddigo de tres letras: ala, codigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N),
acido aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina (gln, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina (his,
H), isoleucina (ile, 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).

Con "fusionado” o "conectado" se quiere decir que los componentes (por ejemplo, un polipéptido y un ectodominio
de 4-1BBL) estan enlazados por enlaces peptidicos, directamente o bien por uno o mas conectores peptidicos.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica
(proteica) de referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacido en una secuencia candidata que
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son idénticos a los residuos de aminoacido en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las
secuencias e introducir huecos, en caso necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y
sin considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia. La alineacién para
propdsitos de determinacion del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede lograr de diversas
formas que estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico publicamente
disponible tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN, SAWI o Megalign (DNASTAR). Los
expertos en la técnica pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr la alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se
comparan. Sin embargo, para los propésitos en el presente documento, se generan valores de % de identidad de
secuencia de aminoacidos usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa
informatico de comparaciéon de secuencias ALIGN-2 se cred por Genentech, Inc., y el codigo 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 en Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar a
partir del cddigo 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 comparacion 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 dada A con
respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B (que se puede parafrasear de forma alternativa
como una secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia
de aminoéacidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero 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 en 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 aminoéacidos 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
informatico ALIGN-2.

En determinados modos de realizacion, se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos de las
moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable
mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades bioldgicas de las moléculas de unién a antigeno. Se pueden
preparar variantes de secuencia de aminoacidos de las moléculas de unidon a antigeno introduciendo
modificaciones apropiadas en la secuencia de nucledtidos que codifica las moléculas, o por sintesis peptidica.
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 delecidn, insercion 'y
sustitucion para llegar a la construccién final, siempre que la construccién final posea las caracteristicas deseadas,
por ejemplo, unién a antigeno. Los sitios de interés para mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y regiones
estructurales (FR). Se proporcionan sustituciones conservadoras en la tabla C bajo el encabezado "sustituciones
preferentes" y se describen ademas a continuacién en referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos
de (1) a (6). Se pueden introducir sustituciones aminoacidicas en la molécula de interés y cribar los productos para
determinar una actividad deseada, por ejemplo, unién a antigeno retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida,
0 ADCC o CDC mejoradas.

TABLAC
Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones
preferentes

Ala (A) Val; Leu; lle Val

Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys

Asn (N) GlIn; 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 (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucina Leu

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2998 140 T3

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones
preferentes
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 orientacién de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

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
otro estudio tendran modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas propiedades bioldgicas (por ejemplo,
afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) en relaciéon con la molécula de unién a antigeno original y/o
tendran determinadas propiedades biologicas sustancialmente retenidas de la molécula de unidén a antigeno
original. Una variante de sustitucion ejemplar es un anticuerpo madurado en afinidad, que se puede generar
convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracién en afinidad basadasen presentacién en fagos,
tales como las descritas en el presente documento. En resumen, uno o0 mas residuos de CDR se mutan y las
moléculas de unién a antigeno variantes se presentan en fagos y se criban para determinar una actividad biolégica
particular (por ejemplo, afinidad de unién). En determinados modos de realizacidon, 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 unién a antigeno de unirse al antigeno. Por ejemplo, se pueden
realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras como se proporciona en el presente
documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién en las CDR. 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 alanina" como se describe por Cunningham y Wells (1989) Science,
244:1081-1085. En este procedimiento, un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo, residuos cargados
tales como Arg, Asp, His, Lys, y Glu) se identifican y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo con 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 antigeno-molécula de unién a antigeno para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el
antigeno. Dichos residuos de contacto y residuos vecinos se pueden seleccionar como diana o eliminar como
candidatos para la sustituciéon. 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 Unicos o multiples residuos de aminoacido. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen
moléculas de union a antigeno con un residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercién de la molécula
incluyen la fusidn al extremo N o C a un polipéptido que incrementa la semivida en suero de las moléculas de unién
a antigeno.

En determinados modos de realizacién, las moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente

documento se alteran para incrementar o disminuir el grado en que se glucosila el anticuerpo. Las variantes de
glucosilacién de las moléculas se pueden obtener convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de
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modo que se crean o se retiran uno o mas sitios de glucosilacion. Cuando la molécula de unién a antigeno
comprende una regién Fc, el carbohidrato fijado a la misma se puede alterar. Los anticuerpos naturales producidos
por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado que, en general, esta
fijado 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
(GlcNACc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa fijada a una GIcNAc en el "tallo" de la estructura de
oligosacarido biantenario. En algunos modos de realizacion, se pueden realizar modificaciones del oligosacarido
en las moléculas de unién a antigeno para crear variantes con determinadas propiedades mejoradas. En un
aspecto, se proporcionan variantes de moléculas de union a antigeno que tienen una estructura glucidica que
carece de fucosa fijada (directa o indirectamente) a una regidén Fc. Dichas variantes de fucosilacién pueden tener
una funcién ADCC mejorada, véase, por ejemplo, la publicacion de patente de EE. UU. n.°s US 2003/0157108
(Presta, L.) o US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Otras variantes de las moléculas de unidén a
antigeno incluyen aquellas con oligosacéaridos bisecados, por ejemplo, en las que un oligosacarido biantenario
fijado a la regién Fc esta bisecado por GIcNAc. Dichas variantes pueden tener fucosilacién reducida y/o funcién
ADCC mejorada, véase, por ejemplo, el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); 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 fijado a la regién Fc. Dichas variantes de anticuerpo
pueden tener una funcion CDC mejoraday se describen, por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087 (Patel et
al.), WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

La "genomanipulacién", en particular, con el prefijo "gluco", asi como el término "genomanipulacion de
glucosilacién"” incluye la genomanipulacion metabdlica del mecanismo de glucosilacion de una célula, incluyendo
las manipulaciones genéticas de las vias de sintesis de los oligosacaridos para lograr una glucosilacién alterada de
las glucoproteinas expresadas en las células. Ademas, la genomanipulacion de glucosilacion incluye los efectos de
mutaciones y del entorno celular sobre la glucosilacion. En un aspecto, la genomanipulacion de glucosilacion es
una alteracion en la actividad glucosiltransferasa. En un aspecto particular, la genomanipulacion da como resultado
una actividad glucosaminiltransferasa y/o actividad fucosiltransferasa alteradas. Se puede usar genomanipulacién
de glucosilacién para obtener una "célula huésped que tenga actividad GnTIll incrementada" (por ejemplo, una
célula huésped que se haya manipulado para expresar niveles incrementados de uno o mas polipéptidos que
tengan actividad B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)), una "célula huésped que tenga actividad Manl|
incrementada" (por ejemplo, una célula huésped que se haya manipulado para expresar niveles incrementados de
uno o mas polipéptidos que tengan actividad a-manosidasa Il (Manll)) o una "célula huésped que tenga actividad
a(1,6)-fucosiltransferasa disminuida" (por ejemplo, una célula huésped que se haya manipulado para expresar
niveles disminuidos de a(1,6)-fucosiltransferasa).

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido que tiene actividad GnTIII" se refiere a polipéptidos
que pueden catalizar la adicién de un residuo de N-acetilglucosamina (GlcNAc) en un enlace B-1,4 al manésido
enlazado a B del nucleo de trimanosilo de oligosacaridos enlazados a N. Esto incluye polipéptidos de fusiéon que
presentan actividad enzimatica similar a, pero no necesariamente idéntica a, una actividad de la
B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa I, 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 Unidn
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), como se mide en un ensayo bioldgico particular,
con o sin dependencia de la dosis. En el caso donde existe dependencia de la dosis, no necesita ser idéntica a la
de GnTIIll, sino mas bien sustancialmente similar a la dependencia de la dosis en una actividad dada en
comparacion con la GnTIll (es decir, el polipéptido candidato presentara mayor actividad o no mas de
aproximadamente 25 veces menos y, preferentemente, no mas de aproximadamente diez veces menos actividad
y, lo més 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 region Fc, en general por
medio de la parte proteica que es N terminal a la regién Fc. Como se usa en el presente documento, el término
"ADCC incrementadal/reducida™ se define como un/a incremento/reduccién del nUmero de células diana que se
lisan en un tiempo dado, a una concentracién de anticuerpo dada en el medio circundante a las células diana, por
el mecanismo de ADCC definido anteriormente, y/o bien un/a incremento/reduccién de la concentracion de
anticuerpo en el medio circundante a las células diana, requerido/a 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 de produccidn, purificacién, formulacion y almacenamiento estandar (que son conocidos para los
expertos en la técnica), pero que no se ha genomanipulado. Por ejemplo, el incremento de la ADCC mediada por
un anticuerpo producido por células huésped genomanipuladas para tener un patron alterado de glucosilacion (por
ejemplo, para expresar la glucosiltransferasa, GnTIIl, u otras glucosiltransferasas) por 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, se contempla una variante de anticuerpo que posee algunas, pero no todas, las
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funciones efectoras, que lo hacen un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo in
vivo es importante, aunque aun determinadas funciones efectoras (tales como la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)) son innecesarias o
perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la
reduccion/agotamiento de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo ensayos de union
a receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo carezca de unién a FcyR (de ahi que probablemente
carezca de actividad ADCC), pero retenga su capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para mediar en la
ADCC, los linfocitos NK, solo expresan FcyRIll, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIly FeyRIIlL. 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). Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar |la actividad ADCC de
una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362 (véanse, por ejemplo, Hellstrom, I. et
al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, |. et al., Proc. Nat'| 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 la sangre periférica (PBMC) vy linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad ADCC de la molécula de interés, por ejemplo, en
un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Nat'l| Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También se
pueden llevar a cabo ensayos de unidén a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unira C1qy, de ahi,
que carezca de actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de uniéon a C1q y C3c en los documentos WO
2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacién 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)). También se pueden realizar
determinaciones de union a FcRn y aclaramiento/semivida in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica
(veéase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Intl. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006); documento WO 2013/120929
A1).

Los anticuerpos con una funcidn efectora reducida incluyen aquellos con sustitucidon de uno o mas de los residuos
de la regidén Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.® 6.737.056). Dichos mutantes de Fc
incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327,
incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con sustitucién de los residuos 265 y 297 por alanina (patente de
EE. UU. n.° 7.332.581). Se describen determinadas variantes de anticuerpo con unién a FcR mejorada o
disminuida. (Véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields
et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)). En determinados modos de realizacidn, una variante de anticuerpo
comprende una regién Fc con una o mas sustituciones aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo,
sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la regidén Fc (numeracion EU de residuos).

En determinados aspectos, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que disminuyen la unién a FcyR, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 234 y 235 de la regién
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 regidén Fc derivada de una regién
Fc de 1gG1 humana. En un aspecto, las sustituciones son L234A, L235A y P329G (LALA-PG) en una regién Fc
derivada de una regién Fc de |1gG1 humana. (Véase, por ejemplo, el documento WO 2012/130831). En otro
aspecto, las sustituciones son L234A, L235A y D265A (LALA-DA) en una region Fc derivada de una regién Fc de
|gG1 humana.

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

En el documento US2005/0014934 (Hinton et al.). se describen anticuerpos con semividas incrementadas y union
mejorada al receptor de Fc neonatal (FCcRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto
(Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)). 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 Fcincluyen aquellas con sustituciones en uno 0 méas 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 o 434, por
ejemplo, sustitucién del residuo 434 de la region 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 regién Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que reducen la unién a FcRn, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 253 y/o 310 y/0 435 de la
region Fc (numeraciéon 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 regidon Fc derivada de una region Fc de IgG1 humana. Véase, por ejemplo,
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Grevys, A. et al.,, J. Immunol. 194 (2015) 5497-5508.

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

En determinados modos de realizacion, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una o mas
sustituciones aminoacidicas, que incrementan la unién a FcRn, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 252
ylo 254 y/o 256 de la region Fc (numeracion EU de residuos). En determinados aspectos, |a variante de anticuerpo
comprende una regidon 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 regién Fc derivada de una regién Fc de 1gG1
humana (véanse también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); patente de EE. UU. n.° 5.648.260; patente
de EE. UU. n.° 5.624.821; y el documento WO 94/29351 en relacién con otros ejemplos de variantes de la regién
Fe.

En determinados aspectos, puede ser deseable crear variantes genomanipuladas con cisteina de las moléculas
de unién a antigeno, por ejemplo, "tioMAb", en las que uno 0 mas residuos de la molécula estén sustituidos con
residuos de cisteina. En aspectos particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles de la
molécula. Al sustituir esos residuos con cisteina, los grupos tiol reactivos se sitlan 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 aspectos, se puede
sustituir uno cualquiera o mas de los siguientes residuos con cisteina: V205 (numeracion de Kabat) de la cadena
ligera; A118 (numeracidn EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region Fc de la cadena pesada.
Se pueden generar moléculas de unién a antigeno genomanipuladas con cisteina como se describe, por ejemplo,
en la patente de EE. UU. n.°7.521.541.

En determinados aspectos, las moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento se
pueden modificar ademas para contener restos no proteinicos adicionales que son conocidos en la técnica y estan
facilmente disponibles. Los restos adecuados para la derivatizacién del anticuerpo incluyen pero no se limitan a
polimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitantes de polimeros hidrosolubles 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), dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno/éxido de etileno), polioles
polioxietilados  (por ejemplo, dlicerol), 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 moleculary puede estar ramificado o no ramificado. El numero de polimeros fijados al
anticuerpo puede variar y, si se fija mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general, el
numero y/o tipo de polimeros usados para la derivatizacién 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 ala radiacién. En un modo de realizacién, 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 dafian a las células normales, pero que calientan el resto
no proteinico a una temperatura a la que se destruyen las células proximales al anticuerpo-resto no proteinico.

El término "polinucleétido™ se refiere a una molécula o construccién de acido nucleico aislado, por ejemplo, ARN
mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN plasmidico (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.

Con molécula de acido nucleico o polinucleétido "aislado" se pretende 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 propdsitos de la presente divulgacion. Otros
ejemplos de un polinucleétido aislado incluyen polinucleétidos recombinantes mantenidos en células huésped
heterégenas o polinucledtidos (parcial o sustancialmente) purificados en solucién. Un polinucledtido aislado incluye
una molécula polinucleotidica contenida en células que contienen normalmente la molécula polinucleotidica, pero
la molécula polinucleotidica esta presente de forma extracromosdmica o en una localizacién cromosémica que es
diferente de su localizacién cromosémica natural. Las moléculas de ARN aislado incluyen transcritos de ARN in
vivo o in vitro, asi como formas de hebra positiva y negativa, y formas bicatenarias. Los polinucledtidos o acidos
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nucleicos aislados 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.

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

El término “casete de expresiéon” se refiere a un polinucleétido generado de forma recombinante o
sintéticamente, con una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de un
acido nucleico particular en una célula diana. El casete de expresion recombinante se puede incorporar en un
plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la
porcién de casete de expresion recombinante de un vector de expresién 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 expresion comprende secuencias de polinucleétido que codifican moléculas de unién a antigeno
biespecificas o fragmentos de las mismas.

El término "vector" o "vector de expresion” es sindnimo de "construccion de expresion” y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresién 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 expresidon
comprende un casete de expresién. Los vectores de expresion permiten la transcripcion de grandes cantidades de
ARNm estable. Una vez que el vector de expresidon esta en el interior de la célula diana, la molécula de acido
ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por el mecanismo de transcripcién y/o traduccion
celular. En un modo de realizacion, el vector de expresion comprende un casete de expresidn que comprende
secuencias de polinucledtido que codifican moléculas de unidon a antigeno biespecificas o fragmentos de las
mismas.

Los términos "célula huésped", "linea de células 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 nimero
de pases. 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
biolégica 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 moléculas de
unién a antigeno biespecificas. Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de
mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, células de
mieloma de ratén P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura, células de
insecto y células vegetales, por nombrar solo unas pocas, pero también células comprendidas en un animal
transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal 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 composicion farmacéutica, se refiere a
una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante 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 los efectos adversos de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domésticos (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos,
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto es un ser
humano.
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El término “"composicion farmacéutica"” se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la
actividad biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se le administraria la formulacion.

Un "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente en una composicién farmacéutica,
distinto de un ingrediente activo, que no es tdxico para un sujeto. Un excipiente farmacéuticamente aceptable
incluye, pero no se limita a, un tampon, un estabilizante 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 informacidn sobre las indicaciones, uso,
dosificacién, administracién, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacién 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 intervencidn clinica en un intento de alterar la evolucién natural del individuo que se
esta tratando, y que se puede realizar para la profilaxis o bien durante la evolucién de una patologia clinica. Los
efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevenir la aparicion o recidiva de la enfermedad,
alivio de los sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad,
prevenir las metastasis, disminuir la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o atenuacidén del grado de
actividad de la enfermedad y remision o pronéstico mejorado. En algunos modos de realizacion, se usan las
moléculas de la divulgacién 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
linfomas o leucemias linfociticas, 0 melanoma.

Con "trastorno proliferativo de linfocitos B" se quiere decir una enfermedad en la que el nimero de linfocitos B
en un paciente se incrementa en comparacion con el numero de linfocitos B en un sujeto sano y, en particular, en la
que el incremento del numero 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 linfocitos B malignos (ademas de linfocitos B normales), expresan CD20. Los trastornos de
proliferacién de linfocitos B ejemplares incluyen linfoma no hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM), asi como algunos tipos de mieloma multiple (MM) y
linfoma de Hodgkin (LH).

Agonistas de 4-1BB ejemplares

En particular, los agonistas de 4-1BB que comprenden un dominio de union a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 como se usa en combinacion con el anticuerpo anti-CD20 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 la 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: 7y SEQ ID NO: 8, en particular, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 5.

Se ha demostrado en el presente documento que el agonista de 4-1BB es especialmente util si comprende un
dominio de unién a antigeno que sea 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 unidn 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.

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 se internalizd por CD19 en linfocitos B
y, por tanto, no perdié su capacidad de interactuar con el microentorno tumoral. En otro aspecto, 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 un resto que se puede unir especificamente a CD19, en la que el dominio de
unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 es reactivo de forma cruzada con respecto a macaco
cangrejero, es decir, el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 se une
especificamente a CD19 humano y de macaco cangrejero.
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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 la que el
dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende

(a) unaregién 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: 10y
(ili) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 11, y una region variable de la cadena
ligera (VLCD19) que comprende (iv) CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoéacidos 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,
(i) CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 16 vy (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 unidén 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 del mismo y un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19, en
el que el dominio de unidn a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 comprende una regién 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 (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 regioén 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 (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 24. Mas en
particular, 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: 23y una
region variable de la cadena ligera (VL.CD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de unidn a antigeno que comprende ademas un dominio Fc
compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma 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 1gG1 o un dominio Fc de IgG4. En particular, el agonista de 4-1BB es una molécula de union a
antigeno que comprende un dominio Fc que comprende una o0 mas sustituciones aminoacidicas que reduce la
unién a un receptor de Fc y/o funcién 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) un dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,

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

del mismo.

En un aspecto particular de la divulgacién, 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, y

(b) un primer y un segundo polipéptido que estan enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la que la
molécula de unidén 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 la que el segundo polipéptido esta enlazado al primer polipéptido por un enlace disulfuro entre
el dominio CH1y CL, y en la que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los
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mismos que estan conectados entre si y al dominio CH1 o CL por un conector peptidico y en la 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 la 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 la 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 uno VL-CH1 y el segundo polipéptido contiene un dominio
VL-CH1 o un dominio VH-CL, respectivamente, en la que el segundo polipéptido estd enlazado al primer
polipéptido por un enlace disulfuro entre el dominio CH1y CL, y en la que el primer polipéptido comprende dos
ectodominios de 4-1BBL o fragmentos de los mismos que estan conectados entre si y a VH o VL por un conector
peptidico y en la 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 regidon variable de la
cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21y una region variable de
la cadena ligera (VL.CD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 ¢ una regién variable de
la cadena pesada (VHCD19) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23y una regién 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 enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la 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 SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQID NO: 31y SEQ ID NO: 32y por que el segundo polipéptido comprende la secuencia
de aminodacidos 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 un aspecto particular de la divulgacion, el agonista de 4-1BB es una molécula de union a antigeno seleccionada
del grupo que consiste en

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: 35y 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) unamolécula 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: 35y una segunda cadena
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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;

) 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 de la divulgacién, el agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende
ademas un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma
estable. En un aspecto, el agonista de 4-1BB es una molécula de union a antigeno que comprende un dominio Fc
de 1gG, 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 reduce la unién a un receptor de Fc y/o funcidon efectora. En un aspecto particular, el agonista
de 4-1BB es una molécula de union a antigeno que comprende un dominio Fc de IgG1 que comprende las
sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G.

Modificaciones en el dominio Fc que reducen la unién al receptor de Fc y/o la funcién efectora

El dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno 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 subunidad comprende los dominios constantes de la
cadena pesada de IgG CH2 y CH3. Las dos subunidades del dominio Fc se pueden asociar de forma estable entre
si.

El dominio Fc confiere propiedades farmacocinéticas favorables a las moléculas de unién a antigeno, incluyendo
una larga semivida en suero que contribuye a una buena acumulacion en el tejido diana y una proporcién de
distribucién tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar lugar a que los anticuerpos
biespecificos seleccionen como diana de forma indeseable células que expresan receptores de Fc en lugar de las
células que portan antigenos preferentes. En consecuencia, en aspectos particulares, el dominio Fc de las
moléculas de unién a antigeno presenta afinidad de unién reducida por un receptor de Fc y/o funcién efectora
reducida en comparacioén con un dominio Fc de IgG1 natural. En un aspecto, el Fc no se une sustancialmente a un
receptor de Fc ni induce la funcion efectora. En un aspecto particular, el receptor de Fc es un receptor de Fey. 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, méas especificamente FcyRllla, FcyRlI o FcyRlla humano, lo mas
especificamente FcyRIlla humano. En un aspecto, el dominio Fc no induce la funcion efectora. La funcién efectora
reducida puede incluir, pero no se limita a, uno 0 mas de |os siguientes: citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) reducida, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida, fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos (ADCP) reducida, secrecién de citocinas reducida, captaciéon de antigenos mediada
por inmunocomplejos por células presentadoras de antigenos reducida, unién reducida a linfocitos NK, union
reducida a macrofagos, unién reducida a monocitos, unién reducida a células polimorfonucleares, sefializacion
directa que induce apoptosis reducida, maduracién de células dendriticas reducida o cebado de linfocitos reducido.

En determinados aspectos, se pueden introducir una o mas modificaciones aminoacidicas en la regién Fc de un
anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando de este modo una variante de la regién Fc. La
variante de la regidén Fc puede comprender una secuencia de la regién Fc humana (por ejemplo, una region Fc de
19G1, 19gG2, 1gG3 0 1IgG4 humana) que comprenda una modificacién aminoacidica (por ejemplo, una sustitucion) en
una o mas posiciones aminoacidicas.
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En un aspecto particular, el dominio Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reduce la unién a
un receptor de Fc, en particular, hacia el receptor de Fcy.

En un aspecto, el dominio Fc del anticuerpo comprende una o mas mutaciones aminoacidicas que reduce la
afinidad de unién del dominio Fc a un receptor de Fc y/o funcion efectora. Tipicamente, las mismas una o0 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 posicién de E233, L234, L235, N297, P331 y P329
(numeracién EU). En particular, el dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones 234 y 235
(numeracién EU) y/o 329 (numeracién EU) de las cadenas pesadas de IgG. Mas en particular, se proporciona un
anticuerpo que comprende un dominio Fc con las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G ("P329G
LALA", numeracién EU) en las cadenas pesadas de IgG. Las sustituciones aminoacidicas L234A y L235A se
refieren a la llamada mutacién LALA. La combinacion "P329G LALA" de sustituciones aminoacidicas anula casi por
completo la unién al receptor de Fcy de un dominio Fc de IgG1 humana y se describe en la pub. de sol. de patente
internacional n.° WO 2012/130831 A1 que también describe procedimientos de preparacion de 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 y/o funcién efectora reducidas 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 regidon 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 1gG4. Los anticuerpos de IgG4 presentan una afinidad de union
reducida por receptores de Fc y funciones efectoras reducidas en comparacién 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 posicién S228 (numeracién de Kabat), en particular la sustitucion aminoacidica S228P. En un aspecto mas
especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de |1gG4 que comprende las sustituciones aminoacidicas L235E y
S228P y P329G (numeracién EU). Dichos mutantes de dominio Fc de IgG4 y sus propiedades de union al receptor
de Fcy también se describen en el documento WO 2012/130831.

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecién, sustitucion, insercion o modificacion 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 de nucleétidos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La unidn a receptores de Fc se puede determinar faciimente, 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 expresién recombinante. De forma alternativa, se puede evaluarla
afinidad de union de dominios Fc o anticuerpos activadores de células que comprendan un dominio Fc por los
receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores de Fc particulares, tales como
linfocitos NK humanos que expresan el receptor de Fceyllla.

La funcién efectora de un dominio Fc, o anticuerpos que comprenden un dominio Fc, se puede medir por
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 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
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 la
sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, se puede
evaluar la actividad ADCC de la molécula de interés 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 realizacidn en los que el dominio Fc se genomanipula para que tenga
una funcion efectora reducida, dicha funcién efectora reducida incluye una CDC reducida. Se pueden llevar a cabo
ensayos de unidén a C1q para determinar si la molécula de unidén a antigeno biespecifica se puede unira C1qy, de
ahi, que tenga actividad CDC (véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1q y C3c en los documentos WO
2006/029879 y WO 2005/100402). Para evaluar la activacién del complemento se puede realizar un ensayo de
CDC (véanse, 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 heterodimerizacién
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Las moléculas de unién a antigeno biespecificas comprenden diferentes sitios de unién a antigeno, 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 dimerizacién dan lugar a varias combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para mejorar el
rendimiento y la pureza de los anticuerpos biespecificos en la produccion recombinante, sera ventajoso, por tanto,
introducir en el dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno biespecificas una modificacion que promueva la
asociacion de los polipéptidos deseados.

En consecuencia, en aspectos particulares la invencién se refiere a la molécula de unidn a antigeno biespecifica
que comprende (a) un resto que se puede unir especificamente a CD19, (b) un primer y un segundo polipéptido
que estan enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la que la molécula de unidén a antigeno se caracteriza por
que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la 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 SEQID NO: 6, SEQID NO: 7y SEQ ID NO: 8 que estan conectados entre si por un conector peptidico y por que
el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de dicho 4-1BBL que comprende la 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,
SEQID NO: 5, SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8, y (¢) un dominio Fc compuesto por una primeray una
segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable, en la que el dominio Fc comprende una modificacidn
que promueve la asociacién de la primera y segunda subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccién
proteina-proteina mas extensa entre las dos subunidades de un dominio Fc de IgG humana es en el dominio CH3
del dominio Fc. Por tanto, en un aspecto, dicha modificacién esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un aspecto especifico, dicha modificacién es una modificacién llamada "botén en ojal", que comprende una
modificacién de "boton" en una de las dos subunidades del dominio Fcy una modificacién de "ojal" en la otra de las
dos subunidades del dominio Fc. Por tanto, la invencion se refiere a una molécula de uniéon a antigeno que
comprende (a) un resto que se puede unir especificamente a un CD19, (b) un primery un segundo polipéptido que
estan enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la que la molécula de unién a antigeno se caracteriza por que
el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la 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 SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8 que estan conectados entre si por un conector peptidico y por que
el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de dicho 4-1BBL comprendiendo 4-1BBL la 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,
SEQID NO: 5, SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8, y (c) un dominio Fc compuesto por una primeray una
segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable, en la 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 (numeracién EU) y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las
sustituciones aminoacidicas Y349C, T366S e Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

La tecnologia de boton en ojal se describe, por ejemplo, en el documento US 5.731.168; el documento 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 cavidad
("ojal") correspondiente en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se puede situar en
la cavidad para promover la formacion de heterodimeros y dificultar la formacién 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 aminoacidos 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, un residuo de aminoacido se reemplaza 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 situar en una cavidad en el dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el
dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc un residuo de aminoéacido se reemplaza por un residuo de
aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando, de este modo, una cavidad en el
dominio CH3 de la segunda subunidad en el que se puede situar la protuberancia en el dominio CH3 de la primera
subunidad. La protuberancia y la cavidad se pueden preparar alterando el acido nucleico que codifica los
polipéptidos, por ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica. En un aspecto especifico, en
el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc el residuo de treonina en la posicién 366 se reemplaza por
un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc el residuo de
tirosina en la posicion 407 se reemplaza por un residuo de valina (Y407V). En un aspecto, en la segunda subunidad
del dominio Fc adicionalmente el residuo de treonina en la posicién 366 se reemplaza por un residuo de serina
(T3668S) y el residuo de leucina en la posicion 368 se reemplaza por un residuo de alanina (L368A).
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Aun en otro aspecto, en la primera subunidad del dominio Fc adicionalmente el residuo de serina en la posicidn 354
se reemplaza por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente el
residuo de tirosina en la posicion 349 se reemplaza por un residuo de cisteina (Y349C). La introduccion de estos
dos residuos de cisteina da como resultado la formacidon de un puente disulfuro entre las dos subunidades del
dominio Fc que estabiliza ademas el dimero (Carter (2001), J Immunol Methods 248, 7-15). En un aspecto
particular, la primera subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas S354C y T366W
(numeracién EU) y la segunda subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas Y349C,
T366S e Y407V (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

En un aspecto alternativo, una modificacién que promueve la asociacién de la primera y la segunda subunidad del
dominio Fc comprende una modificacidon 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 o
mas residuos de aminoacido en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por residuos de aminoacido
cargados, de modo que la formacién de un homodimero se vuelva electrostaticamente desfavorable, pero la
heterodimerizacién 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 termine con los residuos de aminoacido PGK. El extremo C de la cadena pesada
puede ser un extremo C acortado en el que se hayan retirado uno o dos de los residuos de aminoacido 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, numeracién de acuerdo con el indice
EU de Kabat). 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 un residuo de glicina C terminal (G446, numeracién de acuerdo con el indice EU
de Kabat).

Modificaciones en los dominios Fab

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

En un aspecto, la invencién 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 enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la que la molécula de unién a antigeno se caracteriza por que
el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la 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 SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8 que estan conectados entre si por un conector peptidico y por que
el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de 4-1BBL que comprende la 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 SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8, y en la que cada uno de ellos estd enlazado a un dominio CH1 o
CL, y (¢) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma
estable, en la que los dominios constantes CL y CH1 contiguos a 4-1BBL se reemplazan entre si de modo que el
dominio CH1 sea parte de la cadena ligera y el dominio CL sea parte de la cadena pesada.

En otro aspecto, y para mejorar ademas el emparejamiento correcto, la molécula de unidon 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 enlazados entre si por un enlace disulfuro, en la que la molécula de unidén a
antigeno se caracteriza por que el primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la
secuencia de aminoécidos 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: 7y SEQ ID NO: 8 que estan conectados entre si por un
conector peptidico y por que el segundo polipéptido comprende solo un ectodominio de 4-1BBL que comprende la
secuencia de aminoécidos 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, y en la que cada uno de ellos esta
enlazado a un dominio CH1 o CL, y (c) un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda subunidad que se
pueden asociar de forma estable, puede contener diferentes sustituciones aminoacidicas cargadas (los llamados
"residuos cargados"). Estas modificaciones se introducen en los dominios CH1y CL cruzados o no cruzados. En un
aspecto particular, la divulgacion se refiere a una molécula de unidon a antigeno biespecifica, en la que en uno de
los dominios CL el aminoéacido en la posicidon 123 (numeracién EU) se ha reemplazado por arginina (R) y el
aminoacido en la posicidn 124 (numeracion EU) se ha sustituido con lisina (K) y en la que en uno de los dominios
CH1 los aminoacidos en la posicion 147 (numeracién EU) y en la posicién 213 (numeracion EU) se han sustituido
con acido glutamico (E).
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Mas en particular, la divulgacién 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 para TNF el aminoacido en la posicion 123
(numeracién EU) se ha reemplazado por arginina (R) y el aminoacido en la posicion 124 (numeracién EU) se ha
sustituido con lisina (K), y en la que en el dominio CH1 contiguo al miembro de la familia de ligandos para TNF los
aminoacidos en la posicion 147 (numeracién EU) y en la posicién 213 (numeracion EU) se han sustituido con acido
glutamico (E).

Polinucledétidos

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

Los polinucleétidos aislados que codifican los anticuerpos de la divulgacion se pueden expresar como un unico
polinucleétido que codifique toda la molécula de unién a antigeno o como multiples (por ejemplo, dos o mas)
polinucleétidos que se coexpresen. 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, la porcién de la cadena ligera de una inmunoglobulina se puede codificar por un
polinucleétido separado de la porcién 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 como se describe en el presente
documento. En otros modos de realizacidn, el polinucledtido aislado codifica un polipéptido comprendido en el
anticuerpo 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 polinucleétido es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). EI ARN de la presente invencién
puede ser monocatenario o bicatenario.

Procedimientos recombinantes

Los anticuerpos biespecificos como se usa en la divulgacion se pueden obtener, por ejemplo, por sintesis peptidica
en estado solido (por ejemplo, sintesis de Merrifield en fase sélida) o produccidén recombinante. Para |la produccidn
recombinante, se aislan uno o0 mas polinucledtidos que codifican el anticuerpo o fragmentos polipeptidicos del
mismo, por ejemplo, como se describe anteriormente, y se insertan en uno o mas vectores para su clonacién y/o
expresion adicional en una célula huésped. Dicho polinucledtido se puede aislar y secuenciar facilmente usando
procedimientos convencionales. En un aspecto, se proporciona un vector, preferentemente un vector de expresion,
que comprende uno o mas de los polinucleétidos. Se pueden usar procedimientos que sean bien conocidos para
los expertos en la técnica para construir vectores de expresién que contengan la secuencia codificante del
anticuerpo (fragmento) junto con sefiales de control de la transcripciénftraduccion apropiadas. Estos
procedimientos  incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas vy
recombinacion/recombinacién genética in vivo. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis ef al,,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubel et
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 expresién incluye un casete de expresion en el que se clona el polinucleétido que codifica el
anticuerpo o fragmentos polipeptidicos del mismo (es decir, la regién codificante) en asociacion funcional con un
promotor y/u otros elementos de control de la transcripcién o traduccidon. Como se usa en el presente documento,
una "regién codificante" es una porcién de acido nucleico que consiste en codones traducidos en aminoacidos.
Aunqgue un "codon finalizador" (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoécido, se puede considerar que es
parte de una regién codificante, si esta presente, pero cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores,
sitios de union a ribosomas, finalizadores de la transcripcion, intrones, regiones no traducidas 5'y 3', y similares, no
es parte de una region codificante. Dos 0 mas regiones codificantes pueden estar presentes en una Unica
construccién polinucleotidica, por ejemplo, en un Unico vector, o en construcciones polinuclectidicas separadas,
por ejemplo, en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una Unica region
codificante, o puede comprender dos o mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector como se divulga en el
presente documento puede codificar uno 0 mas polipéptidos, que se separen pos- o cotraduccionalmente en las
proteinas finales por medio de escisidn proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido nucleico, puede
codificar regiones codificantes heterégenas, fusionadas o bien no fusionadas a un polinucleétido que codifica el
anticuerpo o fragmentos polipeptidicos del mismo, o variantes o derivados de del mismo. Las regiones codificantes
heterégenas incluyen sin limitacion elementos 0 motivos especializados, tales como un péptido sefial secretor o un
dominio funcional heterégeno. Una asociacion funcional es cuando una region codificante para un producto génico,
por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una o mas secuencias reguladoras de tal forma que dispone la
expresion del producto génico bajo la influencia o control de la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de
ADN (tales como una regién codificante de polipéptido y un promotor asociado con la misma) se "asocian de forma
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funcional" si la induccién de la funcién promotora da como resultado la transcripcién 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 expresién 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 transcripcién, ademas de un promotor, por
ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefiales de finalizacidén de la transcripcion, se pueden asociar de
forma funcional con el polinucledtido para dirigir la transcripcidén especifica de célula.

Los promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcién se divulgan en el presente documento.
Una variedad de regiones de control de la transcripcién son conocidas para los expertos en la técnica. Estas
incluyen, sin limitacidn, regiones de control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales como,
pero sin limitarse a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor temprano
inmediato, junto con intrén-A), 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 transcripcidn incluyen aquellas 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 expresién génica en células eucariotas.
Las regiones de control de la transcripcién adecuadas adicionales incluyen promotores y potenciadores
especificos de tejido, asi como promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por tetraciclinas). De
forma similar, una variedad de elementos de control de la traduccién son conocidos para los expertos en la técnica.
Estos incluyen, pero no se limitan a sitios de unién a ribosomas, codones de iniciacién y finalizaciéon de la
traduccién y elementos derivados de sistemas viricos (en particular un sitio de entrada del 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 integracién cromosomica tales como repeticiones terminales
largas (RTL) retroviricas o repeticiones terminales invertidas (RTI) viricas adenoasociadas (VAA).

Las regiones codificantes de polinucledtidos y acidos nucleicos se pueden asociar con regiones codificantes
adicionales que codifiquen péptidos secretores o sefial, que dirigen la secrecién de un polipéptido codificado por un
polinucleétido como se divulga en el presente documento. Por ejemplo, si se desea la secrecion del anticuerpo o
fragmentos polipeptidicos, el ADN que codifica una secuencia sefial se puede disponer en direccién 5' del acido
nucleico de un anticuerpo como se divulga en el presente documento o fragmentos polipeptidicos del mismo. De
acuerdo con la hipdtesis de sefial, las proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido sefal o
secuencia lider secretora que se escinde de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la
cadena de proteina creciente a través del reticulo endoplasmico rugoso. Los expertos en la técnica saben que los
polipéptidos secretados por células de vertebrado, en general, tienen un péptido sefial fusionado al extremo N del
polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para producir una forma secretada o "madura" del polipéptido.
En determinados modos de realizacion se usa el péptido sefial natural, por ejemplo, un péptido sefial de cadena
pesada o cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado funcional de esa secuencia que retiene la capacidad de
dirigir la secrecién del polipéptido que se asocia de forma funcional con él. De forma alternativa, se puede usar un
péptido sefial de mamifero heterégeno, o un derivado funcional del mismo. Por ejemplo, se puede sustituir la
secuencia lider natural con la secuencia lider del activador tisular del plasminégeno (TPA) humano o
B-glucuronidasa de ratén.

El ADN que codifica una secuencia proteica corta que se podria usar para facilitar la purificacién mas tarde (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar al marcaje de la proteina de fusidn se puede incluir dentro o en los
extremos del polinucledétido que codifica un anticuerpo o fragmentos polipeptidicos del mismo.

En otro aspecto de la divulgacion, se proporciona una célula huésped que comprende uno o0 mas polinucleétidos.
En determinados modos de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende uno 0 mas vectores.
Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos, individualmente o en
combinacién, 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 polinucledtido que codifica (parte de) un anticuerpo. Como se usa en el presente documento, el
término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que se puede genomanipular para generar
las proteinas de fusidon o fragmentos de las mismas. Las células huésped adecuadas para replicar y para respaldar
la expresion de moléculas de unidn a antigeno son bien conocidas en la técnica. Dichas células se pueden
transfectar o transducir segln 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 union 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 es necesaria la glucosilacion. Después de la expresidn, 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
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de glucosilacion que se han "humanizado”, dando como resultado la produccién de un polipéptido con un patrén de
glucosilacién parcial o completamente humano. Véanse 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 pluricelulares (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 junto con células
de insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar
cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s 5.959.177,
6.040.498, 6.420.548, 7.125978 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 se adapten al cultivo en suspension. Otros ejemplos
de lineas de células huésped de mamifero utiles son la linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40
(COS-7); linea de rifidon embrionario humano (células 293 0 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 ratén (células TM4 como
se describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifion de mono (CV1), células de
riidn de mono verde africano (VERO-786), células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA), células de rifion
canino (MDCK), células de higado de rata bufalo (BRL 3A), células de pulmdn humano (W138), células de higado
humano (Hep G2), células de tumor mamario de ratén (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 produccidn
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 unas pocas, pero también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénica o
tejido animal o vegetal cultivado. En un modo de realizacidn, 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
riidn embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). Las tecnologias
estandar son conocidas en la técnica para expresar genes exogenos en estos sistemas. Las células que expresan
un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de una inmunoglobulina, se pueden
genomanipular para expresar también la otra de las cadenas de inmunoglobulina de modo que el producto
expresado es una inmunoglobulina que tiene tanto una cadena pesada como una ligera.

En determinados aspectos, los restos que se pueden unir especificamente a un antigeno para célula diana (por
ejemplo, fragmentos Fab) que forman parte de la molécula de unién a antigeno comprenden al menos una regién
variable de inmunoglobulina que se puede unir a un antigeno. Las regiones variables pueden formar parte de y
derivarse 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 peptidica en fase sélida, 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 comprenden 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. Las inmunoglobulinas no limitantes utiles pueden ser
de origen murino, de primate o humano. Si se pretende que la proteina de fusidn sea para uso humano, se puede
usar una forma quimérica de inmunoglobulina en la que las regiones constantes de la inmunoglobulina sean de un
ser 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 por 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 retencién de los residuos estructurales criticos
(por ejemplo, los que son importantes para retener buena afinidad de unidén a antigeno o funciones de anticuerpo),
(b) injertar solo las regiones determinantes de especificidad no humanas (SDR o0 a-CDR; los residuos cruciales
para la interaccién anticuerpo-antigeno) en regiones estructurales y constantes humanas, o (c) trasplantar todos
los dominios variables no humanos, pero "enmascararlos" con una seccién de tipo humana por reemplazo de
residuos de superficie. 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); 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 et 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 describen el "reordenamiento de FR"); y Osbourn
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et al., Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describen el enfoque de
"seleccion guiada” al reordenamiento de FR). Las inmunoglobulinas particulares de acuerdo con la divulgacidén 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., New York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos humanos y regiones
variables humanas administrando un inmunoégeno a un animal transgénico que se haya modificado para producir
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 la region variable de clones
de Fv seleccionadas de colecciones de presentacién en fagos derivadas de seres humanos (véanse, 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 en afinidad) o la pub. de sol. de pat. de EE. UU. n.° 2004/0132066. Se
puede medir la capacidad de las moléculas de unién a antigeno divulgadas en el presente documento de unirse a
un determinante antigénico especifico a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien a
través de otras técnicas conocidas para un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmdn
superficial (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de unidn 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 unién 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 cartografiar un epitopo al que se une una molécula de unién a antigeno
en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols", en Methods in 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 unidn 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 incubacion en condiciones permisivas para la unién 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
en relacidén con la muestra de control, entonces esto 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 preparados como se describe en el presente documento se pueden purificar por 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 tamafio 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 purificacion 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 purificacion por cromatografia de afinidad de las proteinas de fusion
divulgadas en el presente documento, se puede usar una matriz con proteina A o proteina G. Se pueden usar la
cromatografia de afinidad con proteina A o Gy la cromatografia de exclusién por tamafio secuenciales para aislar
una molécula de union a antigeno esencialmente como se describe en los ejemplos. La pureza de la molécula de
unién a antigeno o fragmentos de la misma se puede determinar por cualquiera de una variedad de procedimientos
analiticos bien conocidos incluyendo 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 ensambladas apropiadamente como se demostrd por SDS-PAGE
reductora y no reductora.

Ensayos
Las moléculas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento se pueden identificar, cribar o

caracterizar para determinar sus propiedades fisicas/quimicas y/o sus actividades biologicas por diversos ensayos
conocidos en la técnica.
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1. Ensayos de afinidad

La afinidad de las moléculas de unién a antigeno biespecificas proporcionadas en el presente documento por el
receptor correspondiente se puede determinar por resonancia de plasmén superficial (RPS), usando
instrumentacion estandar, tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores o proteinas diana, tal
como se puede obtener por procedimientos de expresion recombinante. La afinidad de la molécula de union a
antigeno biespecifica por el antigeno para célula diana también se puede determinar por resonancia de plasmén
superficial (RPS), usando instrumentacion estandar, tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y
receptores o proteinas diana, tal como se puede obtener por expresién recombinante. Para las moléculas de unién
a antigeno CD19-4-1BBL, se han descrito con méas detalle los procedimientos en la pub. de sol. de patente
internacional n.° WO 2016/075278 A1. De acuerdo con un aspecto, se mide KD por resonancia de plasmén
superficial usando una maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

2. Ensayos de unién y otros ensayos

En un aspecto, las moléculas de unién a antigeno CD19-4-1BBL como se informa en el presente documento se
someten a prueba para determinar su actividad de uniéon a antigeno como se describe con mas detalle en el
ejemplo 2.

3. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar la actividad bioldgica de las moléculas de unién a antigeno
CD19-4-1BBL. La actividad biologica puede incluir, por ejemplo, inhibicién de la proliferacién de linfocitos B o
destruccion de linfocitos B. También se proporcionan anticuerpos que tienen dicha actividad biolégica in vivo y/o in
vitro. Para las moléculas de union a antigeno CD19-4-1BBL, se han descrito con mas detalle determinados
procedimientos en la pub. de sol. de patente internacional n.° WO 2016/075278 A1.

En determinados aspectos, se somete a prueba un anticuerpo como se informa en el presente documento para
determinar dicha actividad bioldgica.

Composiciones farmacéuticas, formulaciones y vias de administracion

En otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los agonistas de 4-1BB que
comprenden un dominio de uniéon a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y los anticuerpos
anti-CD20 proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los
procedimientos terapéuticos a continuacion. En un aspecto, la composicién farmacéutica comprende un agonista
de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
proporcionado en el presente documento y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, y un anticuerpo
anti-CD20. En otro aspecto, una composicidn farmacéutica comprende un agonista de 4-1BB que comprende un
dominio de union a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable, un anticuerpo anti-CD20 y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo,
como se describe a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
una o mas moléculas de union a antigeno descritas en el presente documento disueltas o dispersadas en un
excipiente farmacéuticamente aceptable. La expresién "farmacéutica o farmacoldgicamente aceptable” se refiere a
entidades moleculares y composiciones que son en general no toxicas para los receptores en las dosificaciones y
concentraciones empleadas, es decir, no producen una reaccién adversa, alérgica u otra reaccién indeseable
cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segun sea apropiado. La preparacion de
una composicion farmacéutica que contiene al menos un anticuerpo y opcionalmente un ingrediente activo
adicional sera conocida para los expertos en la técnica en vista de |la presente divulgacion, como se ejemplifica por
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack Printing Company, 1990. En particular, las composiciones
son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Como se usa en el presente documento, "excipiente
farmacéuticamente aceptable " incluye cualquiera y todos los disolventes, tampones, medios de dispersion,
recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos, agentes
antifungicos), agentes isotdnicos, sales, estabilizantes y combinaciones de los mismos, como sera conocido para
un experto en la técnica.

Las composiciones parenterales incluyen las disefiadas para administracion por inyeccién, por ejemplo, inyeccion
subcutanea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal. Para
su inyeccidn, las moléculas de union a antigeno divulgadas en el presente documento se pueden formular en
soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucién de Hanks,
solucion de Ringer o tampén de solucién salina fisioldgica. La solucion puede contener agentes de formulacién
tales como agentes de suspensién, estabilizacion y/o dispersion. De forma alternativa, las proteinas de fusidn
pueden estar en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de
pirdgenos, antes de su uso. Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando las proteinas de fusion
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divulgadas en el presente documento en la cantidad requerida en el disolvente apropiado con diversos de los
demas ingredientes enumerados a continuacion, como se requiera. La esterilidad se puede lograr facilmente, por
ejemplo, por filtracién 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
dispersién basico y/o los otros ingredientes. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, suspensiones 0 emulsién, los procedimientos preferentes de preparacién son técnicas de
secado al vacio o liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado
adicional de un medio liquido previamente filtrado estéril del mismo. El medio liquido se debe tamponar
adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido se debe volver isotdnico en primer lugar antes de lainyeccidn
con solucién salina o glucosa suficiente. La composicién debe ser estable en las condiciones de fabricacidén y
almacenamiento, y conservarse frente a la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos. Se apreciara que la contaminacion por endotoxinas se debe mantener al minimo a un nivel seguro, por
ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina. Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen,
pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido
ascorbico 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 dlicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéaridos 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 idnicos 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 polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poliimetacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de suministro de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albUmina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) 0 en macroemulsiones.
Dichas técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences (18.2 ed. Mack Printing Company, 1990). Se
pueden preparar preparaciones de liberacidon mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el polipéptido,
matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. En modos de
realizacién particulares, la absorcién prolongada de una composicion inyectable se puede conseguir por el uso en
las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, 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 de farmacos intersticiales tales como glucoproteinas hialuronidasas activas a pH neutro solubles
(sHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas hialuronidasas a pH-20 solubles humanas, tales como rHUPH20
(HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Determinadas sHASEGP ejemplares y procedimientos de uso, incluyendo
rHUPHZ20, se describen en las publicaciones de patente de EE. UU. n.°s 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 anticuerpo 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 el
documento W0O2006/044908, incluyendo estas Ultimas formulaciones un tampén acetato-histidina.

Ademas de las composiciones descritas previamente, los anticuerpos también se pueden formular como una
preparacion de liberacién retardada. Dichas formulaciones de accién prolongada se pueden administrar por
implantacién (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Por tanto, por
ejemplo, las proteinas de fusién se pueden formular con materiales poliméricos o hidrofobos adecuados (por
ejemplo, como emulsidn en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, 0 como derivados escasamente
solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unién a antigeno de la divulgacion se pueden
fabricar por medio de procedimientos de mezcla, disolucién, emulsién, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacidon
convencionales. Las composiciones farmacéuticas se pueden formular de manera convencional usando uno o0 mas
vehiculos, diluyentes, excipientes o coadyuvantes fisioldgicamente aceptables que facilitan el procesamiento de
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las proteinas en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. La formulacidén apropiada depende de la
via de administracion elegida.

El agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
proporcionado en el presente documento se puede formular en una composicion en forma de acido o base libre,
neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que retienen 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 composicidn proteica, o que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosforico, 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, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o dichas bases organicas como isopropilamina,
trimetilamina, histidina o procaina. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en disolventes acuosos y
otros préticos que las correspondientes formas de base libre.

La composicién en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo segun sea
necesario para la indicacién 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
adecuadamente en combinacion en cantidades que son eficaces para el propésito pretendido.

En un aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agonista de 4-1BB que
comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, y que comprende un anticuerpo anti-CD20 como se describe en el presente
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
hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM),
mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH).

Las formulaciones que se van a usar para la administracién in vivo son en general estériles. La esterilidad se puede
lograr facilmente, por ejemplo, por filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Administraciéon del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 proporcionado en el presente documento y el anticuerpo anti-CD20

Tanto el agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 como el anticuerpo anti-CD20 (ambos llamados sustancia en el presente documento) se
pueden administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo administracién parenteral, intrapulmonar e
intranasal, y, si se desea para el tratamiento local, intralesional. Sin embargo, los procedimientos son, en particular,
Utiles en relacién con agentes terapéuticos administrados por infusion 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 prolongada. En
el presente documento se contemplan diversas pautas posolégicas incluyendo pero sin limitarse a Unicas o
multiples administraciones durante diversos puntos temporales, administracidn por inyeccion intravenosa rapida e
infusion pulsada. En un modo de realizacién, el agente terapéutico se administra por via parenteral, en particular,
por via intravenosa. En un aspecto particular, la sustancia se administra por infusién intravenosa. En otro aspecto,
la sustancia se administra por via subcutanea.

Tanto el agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unidon a antigeno que se puede unir especificamente a
CD19 como el anticuerpo anti-CD20 se formularian, dosificarian y administrarian de una manera consecuente con
la buena practica médica. Los factores para su consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que
se esta tratando, el mamifero particular al que se esta tratando, el estado clinico del paciente individual, la causa
del trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la pauta de administraciény
otros factores conocidos por los médicos. Tanto el agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19 como el anticuerpo anti-CD20 no se necesitan formular, pero
lo estan 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 agente terapéutico presente 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 con las vias de administracion como se describe en el presente documento,
0 aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier
dosificacién y por cualquier via que se determine empiricamente/clinicamente que es apropiada.

Parala prevencion o tratamiento de enfermedades, |la dosificacidn apropiada de agonista de 4-1BB que comprende

un dominio de unidén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 proporcionado en el presente
documento y el anticuerpo anti-CD20 (cuando se usa en su combinacion o con uno 0 mas de otros agentes
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terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, el tipo de agente 4-1BB, la
gravedad y evolucién de la enfermedad, si ambos agentes se administran con propésitos preventivos o
terapéuticos, el tratamiento previo, la anamnesis del paciente y la respuesta al agente terapéutico, y el criterio del
médico especialista. Cada sustancia se administra adecuadamente al paciente en una sola vez o durante una serie
de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por
ejemplo, 0,1 mg/kg - 10 mg/kg) de la sustancia puede ser una dosificacion candidata inicial para su administracion
al sujeto, ya sea, por ejemplo, por administraciones separadas o por infusidon 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 o0 mas, dependiendo de la afeccion, el
tratamiento se mantendria, en general, hasta que se produzca una supresién deseada de los sintomas de
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 0 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 forma intermitente, por ejemplo, cada semana, cada dos semanas o0 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 mayor inicial,
seguida de una o mas dosis menores, 0 una dosis menor inicial, seguida de una o mas dosis mayores. Una pauta
posoldgica ejemplar comprende administrar una dosis inicial de aproximadamente 10 mg, seguido de una dosis
dos veces a la semana de aproximadamente 20 mg del agente terapéutico. Sin embargo, pueden ser Utiles otras
pautas posoldgicas. El curso de este tratamiento se supervisa facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

En un aspecto, la administracién tanto del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de union a antigeno que
se puede unir especificamente a CD19 como del anticuerpo anti-CD20 es una Unica administracion. En
determinados aspectos, la administracion de la sustancia es de dos 0 mas administraciones. En uno de dichos
aspectos, las sustancias se administran cada semana, cada dos semanas o 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 ug/kg, aproximadamente 100 ug/kg,
aproximadamente 200 pg/kg, aproximadamente 300 ug/kg, aproximadamente 400 ug/kg, aproximadamente
500 ug/kg, aproximadamente 600 ug/kg, aproximadamente 700 ug/kg, aproximadamente 800 ug/kg,
aproximadamente 900 ug/kg o aproximadamente 1000 ug/kg. En un modo de realizacién, el agonista de 4-1BB
que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 se administra a una
dosis que es mayor que la dosis del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19 en una pauta de tratamiento correspondiente sin la administracién del
anticuerpo anti-CD20. En un aspecto, la administracion del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 proporcionado en el presente documento comprende una
administracién inicial de una primera dosis del anticuerpo anti-CD20, y una o mas administraciones posteriores de
una segunda dosis del anticuerpo anti-CD20, en la que la segunda dosis es mayor que la primera dosis. En un
aspecto, la administracién del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a CD19 comprende una administracion inicial de una primera dosis del anticuerpo anti-CD20,
y una o mas administraciones posteriores de una segunda dosis del anticuerpo anti-CD20, en la que la primera
dosis no es menor que la segunda dosis.

En un aspecto, la administracién del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19 en la pauta de tratamiento de acuerdo con la divulgacién es la primera
administracidn al sujeto del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de union a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 (al menos dentro del mismo ciclo de tratamiento). En un aspecto, no se realiza ninguna
administracién del anticuerpo anti-CD20 al sujeto antes de la administracién del agonista de 4-1BB que comprende
un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19. En otro aspecto, el anticuerpo
anti-CD20 se administra antes de la administracion del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19.

En otro aspecto, el agonista de 4-1BB que comprende un dominio de union a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19 es para su uso en combinacion con un anticuerpo anti-CD20, en el que se realiza un
pretratamiento con un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il, 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 liberacién de citocinas (SLC) grave. En un
estudio de fase 1 llevado a cabo por TeGenero (Suntharalingam et al., N Engl J Med (2006) 355, 1018-1028), los 6
voluntarios sanos experimentaron un sindrome de liberacién de citocinas (SLC) grave, casi mortal, rapidamente
después de la infusién de un anticuerpo monoclonal anti-CD28 superagonista estimulador de linfocitos T a dosis
inapropiada. La liberacién de citocinas asociada con la administracidon a un sujeto de un agente terapéutico
activador de linfocitos T, tal como el agonista de 4-1BB que comprende al menos un dominio de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a un antigeno asociado a tumor, en particular, CD19, se puede reducir
significativamente por el pretratamiento de dicho sujeto con un anticuerpo anti-CD20 de tipo II, tal como
obinutuzumab. El uso del pretratamiento con GAZYVA® (Gpt) debe ayudar en el rapido agotamiento de linfocitos
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B, tanto en la sangre periférica como en los érganos linfoides secundarios, de modo que se reduzca el riesgo de
acontecimientos adversos (AA) altamente pertinentes derivados de una fuerte activacién de linfocitos T sistémica
por agentes terapéuticos activadores de linfocitos T (por ejemplo, SLC), mientras que se respaldan niveles de
exposicion a agentes terapéuticos activadores de linfocitos T que sean lo suficientemente altos desde el inicio de la
dosificacién para mediar en la eliminacién de células tumorales. Hasta la fecha, el perfil de seguridad de
obinutuzumab (incluyendo la liberacion de citocinas) se ha evaluado y gestionado en cientos de pacientes en
ensayos clinicos de obinutuzumab en curso. Finalmente, ademas de respaldar el perfil de seguridad del agonista
de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
proporcionado en el presente documento, Gpt también deberia ayudar a prevenir la formaciéon de anticuerpos
antifarmaco (AAF) para estas moléculas Unicas.

La combinacién del agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a CD19y el anticuerpo anti-CD20 se puede usar en combinacidn con uno 0 mas de otros agentes
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.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma formulacién o formulaciones separadas) y la administracion separada, caso en el
que la administracion del agente terapéutico se puede producir antes de, simultaneamente y/o tras la
administracién de un agente o agentes terapéutico(s) adicional(es). En un modo de realizacién, la administracién
del agente terapéutico y la administracién de un agente terapéutico adicional se produce en aproximadamente un
mes, 0 en aproximadamente una, dos o tres semanas, 0 en aproximadamente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis
dias, entre si.

Composiciones terapéuticas

CD20 y CD19 se expresan en la mayoria de los linfocitos B (marcadores de linfocitos B universales) con la
excepcién de células madre y células plasmaticas, y, con frecuencia, se expresan en la mayoria de las neoplasias
malignas de linfocitos B humanas (antigeno asociado a tumor), tales como linfoma y leucemias, excepto por
mieloma multiple, por ejemplo, en linfoma no hodgkiniano y leucemia linfoblastica aguda.

Las moléculas biespecificas que reconocen dos proteinas de superficie celular en diferentes poblaciones celulares
ofrecen la promesa de redirigir a las células inmunitarias citotoxicas para la destruccion de células diana
patégenas.

En otros aspectos, se proporciona una composicién para su uso en inmunoterapia contra el cancer que comprende
un agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unidén a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
como se proporciona en el presente documento y un anticuerpo anti-CD20. En determinados aspectos, se
proporciona una composicion que comprende un agonista de 4-1BB que comprende un dominio de union a
antigeno que se puede unir especificamente a CD19 como se proporciona en el presente documento y un
anticuerpo anti-CD20 para su uso en un procedimiento de inmunoterapia contra el cancer.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona el uso de una composicién que comprende un agonista
de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19
proporcionado en el presente documento y un anticuerpo anti-CD20 en la fabricacién o preparacion de un
medicamento. En un aspecto, el medicamento es para el tratamiento de un trastorno proliferativo de linfocitos B. En
otro aspecto, 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 aspectos, el procedimiento comprende ademas administrar al
individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional. En otro aspecto, el medicamento es
para agotar los linfocitos B. Los trastornos proliferativos de linfocitos B se seleccionan del grupo que consiste en
linfoma no hodgkiniano (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 la zona
marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH). En un aspecto particular, el cancer de linfocitos
B es un linfoma no hodgkiniano o leucemia linfoblastica aguda.

Las politerapias indicadas anteriormente engloban la administracién combinada (donde se incluyen dos 0 mas
agentes terapéuticos en la misma formulacion o formulaciones separadas) y la administracion separada, caso en el
que la administracién del anticuerpo como se informa en el presente documento se puede producir antes de,
simultdneamente y/o tras la administracion del agente o agentes terapéutico(s) adicional(es). En un modo de
realizacion, la administracién del anticuerpo anti-CD20 humano y la administracién de un agente terapéutico
adicional se producen en aproximadamente un mes, 0 en aproximadamente una, dos o tres semanas, 0 en
aproximadamente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias, entre si.

Tanto el agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a
CD19 como el anticuerpo anti-CD20 como se informa en el presente documento (y cualquier agente terapéutico
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adicional) se pueden administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo administracién parenteral,
intrapulmonar e intranasal, y, si se desea para el tratamiento local, intralesional. Las infusiones parenterales
incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacién
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 prolongada. En el presente documento se
contemplan diversas pautas posologicas incluyendo pero sin limitarse a Unicas o multiples administraciones
durante diversos puntos temporales, administracidén por inyeccién intravenosa rapida e infusién pulsada.

Tanto el agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a
CD19 como el anticuerpo anti-CD20, como se informa en el presente documento, se formularian, dosificarian y
administrarian de una manera consecuente con la buena practica médica. Los factores para su consideracion en
este contexto incluyen el trastorno particular que se esta tratando, el mamifero particular al que se esta tratando, el
estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracién del agente, el procedimiento
de administracion, la pauta de administracion y otros factores conocidos por los médicos. Los anticuerpos no se
necesitan formular, pero lo estan opcionalmente, con uno 0 mas agentes usados actualmente para prevenir o tratar
el trastorno en cuestidon. 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 con las vias de administracién como se describe 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 empiricamente/clinicamente que es apropiada.

Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de unién a antigeno se pueden administrar en combinaciéon con uno 0 méas de otros agentes en el
tratamiento. Por ejemplo, una proteina de fusion como se describe en el presente documento se puede
coadministrar 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 aquel con actividades complementarias que no se ven
afectadas de forma adversa entre si. En determinados modos de realizacién, un agente terapéutico adicional es
otro agente antineoplasico.

Dichos otros agentes estan presentes adecuadamente en combinacién en cantidades que son eficaces para el
propésito pretendido. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de proteina de fusion
usada, el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores analizados anteriormente. Las moléculas de unién a
antigeno biespecificas se usan, en general, en las mismas dosificaciones y con las mismas vias de administracién
que se describe en el presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas
en el presente documento, o en cualquier dosificacién y por cualquier via que se determine
empiricamente/clinicamente que es apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracién combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma composicion o composiciones separadas) y la administracion separada, caso en
el que la administracion de las moléculas de unién a antigeno divulgadas en el presente documento se puede
producir antes de, simultdneamente y/o tras la administracién del adyuvante y/o agente terapéutico adicional.

Articulos de fabricacion (kits)

En otro aspecto, se proporciona un kit que contiene materiales Utiles para el tratamiento, prevencidén y/o
diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El kit comprende al menos un recipiente y una ficha técnica o
prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos,
viales, jeringuillas, bolsas de solucién i.v., etc. Los recipientes se pueden formar a partir de una variedad de
materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicion que es por si misma o combinada
con otra composicidén eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y puede tener una via de acceso
estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa con solucion intravenosa o un vial que tiene un tapdn que es
perforable por una aguja de inyeccion 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 un dominio de unién a antigeno que se
puede unir especificamente a CD19.

En un aspecto particular, se proporciona un kit para tratar o retrasar la progresién del cancer en un sujeto, que
comprende un envase que comprende (A) una primera composicién que comprende como ingrediente activo un
agonista de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19. y
un excipiente farmacéuticamente aceptable; (B) una segunda composicion que comprende como ingrediente
activo un anticuerpo anti-CD20 y un excipiente farmacéuticamente aceptable, y (C) instrucciones para usar las
composiciones en una politerapia.

La ficha técnica o prospecto del envase indica como se usa la composicidon para tratar la afeccién de eleccion y
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proporciona las instrucciones para usar las composiciones en una politerapia. Ademas, el kit puede comprender (a)
un primer recipiente con una composicién contenida en el mismo, en el que la composicién comprende un agonista
de 4-1BB que comprende un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19; y (b) un
segundo recipiente con una composicién contenida en el mismo, en el que la composicidon comprende un
anticuerpo anti-CD20. Ademas, el kit puede comprender uno 0 mas de otros recipientes que comprendan otros
ingredientes activos que se puedan usar en combinacién. El articulo de fabricacion puede comprender ademas un
prospecto del envase que indica 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 tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI),
solucion salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas y jeringuillas.

Tabla D (secuencias):

SEQ ID Nombre Secuencia
NO:

1 4-1BBL humano (hu) (71-254) REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG

VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSE

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

3 4-1BBL hu (80-254) DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY SDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP
ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

4 4-1BBL hu (52-254) PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY SDPGLAGYSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWOLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

5 4-1BBL humano (hu) (71-248) REGPELSPDBPAGLLDERQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LESWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHUHTEARARHAWOQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

6 4-1BBL hu (85-248) LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLERVTPEIPAGL

7 4-1BBL hu (80-248) DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY SDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP
ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

4-1BBL hu (52-248)

PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGL

9  |CDR-H1 paraCD19 (8B8-018) |DYIMH

10 |CDR-H2 para CD19 (8B8-018) | YINPYNDGSKYTEKFQG
11 |CDR-H3 para D19 (8B8-018) | GTYYYGSALFDY

12 |CDR-L1 para CD19 (8B8-018) KSSQSLENPNGNTYLN
13 |CDR-L2 para CD19 (8B8-018) RVSKRFS

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

15 |CDR-H1 para CD19 (8B8-2811) |DYIMH

16 |CDR-H2 para CD19 (888-2811) | YINPYNDGSKYTEKFQG
17 |CDR-H3 para D19 (8B8-2811) | GTYYYGPQLFDY

18 |CDR-L1 para CD19 (888-2B11) | KSSQSLETSTGTTYLN
19 |CDR-L2 para D19 (8B8-2B11) | RVSKRFS

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

21

VH para CD19 (8B8-018)

'Q%E'QLX:-’QSGAE' KPGASVEVSCKASGY TFTDYIMH

AL Fl‘ﬂ Vs’ﬁs@(ﬁ'! k) E\'S\

22

VL para CD19 (8B8-018)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLENPNGNTYL
NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLTHVPYTFGQGTKLEIK

23

VH para CD19 (8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH

WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT

MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSS

24

VL para CD19 (8B8-2B11)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLETSTGTTYL
NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLLEDPYTFGQGTKLEIK

25

4-1BBL hu dimérico (71-254)
conectado por conector (G48S)2

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

26

4-1BBL hu dimérico (85-254)
conectado por conector (G48S)2

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGS
LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ

LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

27

4-1BBL hu dimérico (80-254)
conectado por conector (G48S)2

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP
ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR
HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSG
GGGSDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY
SDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQ
LELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALT
VDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHT
EARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

28

4-1BBL hu dimérico (52-254)
conectado por conector (G48S)2

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

29

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

REGPELSPDDPAGLLDLROGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLOQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLROGMFAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGL

30

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

LDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSL
TGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAG
EGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEA
RNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQ
LTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSLDLRQ
GMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLS
YKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGS
VSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAF
GFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGA
TVLGLFRVTPEIPAGL

31

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

DPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGL
AGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRR
VVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPP

ASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARAR

HAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSD
PAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLA
GVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRV
VAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPA

SSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARH

AWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

32

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

PWAVSGARASPGSAA SPRLREGPELSPDDPAGLLDLR
QGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGL
SYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSG
SVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGGGSPWAVSGARA
SPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLV
AQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKE
LVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHL
QPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRL
LHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLF
RVTPEIPAGL

33

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

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDY IMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT

MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV

DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVE

VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV

MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

34

cadena ligera
anti-CD19(8B8-018)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLENPNGNTYL
NWYLQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLTHVPYTFGQGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

35

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

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTVAAPS
VFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPC
PAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

42




ES 2998 140 T3

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

36

4-1BBL hu monomeérico
(71-254)-CH1*

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
EKVEPKSC

37

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

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPC
PAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

38

4-1BBL hu monomeérico
(71-254)-CHA1

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP

LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY

YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG

VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT

AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

KKVEPKSC
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

39

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

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSE

40

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

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR

ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

41

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

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFOQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLOQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLERVTPEIPAGLG
GOGSGGOGSREGPELSPDDPAGLLDERQGMFAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLOP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRYV
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVEIFPPSDRKLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTRKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPEPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTRPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WINGKEYKCKVSNKALGAPIEK TISKAKGOQPREPQY
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

42

4-1BBL hu monomeérico
(71-248)-CH1*

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKS
C

43

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

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVA
QNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQP
LRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLH
LSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGLGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALGAPIEK TISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG

NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

45
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Secuencia

monomeérico

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLG
GGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SC

SEQID Nombre
NO:
44 4-1BBL hu
(71-248)-CH1
45 cadena de ligando
(71-248)-0jal de

anti-CD19(8B8-018)

dimérico
Fc

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFIDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGG
GSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAG
VYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAG
AAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAG
L

46 ligando
(71-248)-boton

anti-CD19(8B8-018)

monomeérico

de

Fc

QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKY
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKIFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YRKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGOQPREPOQVYTLPPCR
DELTENQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOQUGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGUGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGOLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWOLTOGATVLGLFRVTPEIPAGL

46
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

47

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

de Fc

QVQLVQSGAEVKKPGASVKYSCKASGYTFIDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLOTQTYICNVNHKPSNTEYV
DKEVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLEMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY VDGOVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKE
YRKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPOVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDRKSRWQOQGNVFSCSY
MHEALHNHYTOQKSLSLSPGK

48

cadena ligera
(8B8-2B11)

para

CD19

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLETSTGTTYL
NWYLOKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCLQLLEDPY TFGQGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASY VCLLNNFYPREA
KYQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

49

cadena de ligando
(71-254)-0jal de
anti-CD19(8B8-2B11)

dimérico
Fc

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYY VFFQLEL

RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP

EIPAGLPSPRSE

47
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

50

ligando monomerico

(71-254)-botén de
anti-CD19(8B8-2B11)

Fc

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL

PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR

ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

51

cadena de ligando
(71-248)-0jal de
anti-CD19(8B8-2B11)

dimérico
Fc

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR

DELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLGGGGSGGG
GSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAG
VYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAG
AAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAG
L

48
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

52

monomeérico
de Fc

ligando
(71-248)-boton
anti-CD19(8B8-2B11)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

53

4-1BBL hu trimérico
cadena de boton de Fc

(71-254)

REGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGP
LSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVY
YVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAA
ALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLG
VHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLP
SPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYK
EDTKELVVAKAGVYY VFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGF
QGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATV
LGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELSP
DDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGSPG
SSSSGSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALGAPIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPCRDEL
TKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHY TQKSLSLSPGK

54

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

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT

MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGS
ALFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA AGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE

VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPCR

DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY

49
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLT
GGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

55

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

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYIMH
WVRQAPGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVT
MTSDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGP
QLFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELS
PDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL
RRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEAR
ARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGG
GSGGGGSREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQN
VLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVV
AKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLS
AGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTP
EIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWY SDPGLAGVSLT
GGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

56

cadena de ojal de Fc de DP47

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOQOMNSLRAEDTAVYYCAKGSGFDY WG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

VEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS

50
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQV
SLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

57

cadena ligera de DP47

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIY GASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLT
ISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGQGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

58

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

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAINIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGG
SREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDG
PLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGV
YYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGA
AALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRL
GVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
PSPRSE

59

cadena de boton de Fc de DP47
fusionada a 4-1BBL hu
monomeérico (71-254)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAINIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS

51
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SEQ ID Nombre Secuencia

NO:
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

60 di-mu4-1BBL-CL cadena de | véase latabla 5

boton de Fc
61 mono-mu4-1BBL-cadena de | véase latabla 5
CHA1

62 CcD19 N.° de acceso a UniProt P15391

63 CD20 N.° de acceso a UniProt P11836

64 VH de B-Ly1 anti-CD20 murino | GPELVKPGASVKISCKASGY AFSYSWMNWVKLRPG
QGLEWIGRIFPGDGDTDYNGKFKGKATLTADKSSNT
AYMQLTSLTSVDSAVYLCARNVFDGYWLVYWGQG
TLVTVSA

65 VL de B-Ly1 anti-CD20 murino NPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQ
SPQLLIYOQMSNLVSGVPDRESSSGSGTDFTLRISRVEA
EDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIKR

66 4-1BBL de longitud completa N.° de UniProt P41273

67 4-1BBL (50-254) ACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLL
DLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLT
GOLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGE
GSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGOQRLGVHLHTEARARHAWQL
TQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

68 4-1BB humano N.° de acceso a UniProt Q07011

69 4-1BB murino N.® de acceso a UniProt P20334

70 4-1BB de macaco cangrejero N.° de acceso a Uniprot FEW5G6

71 VH para 4-1BB (20H4.9) QVQLQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWS
WIRQSPEKGLEWIGEINHGGY VTYNPSLESRVTISVD
TSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYGPGNYDWY
FDLWGRGTLVTVSS

72 VL para 4-1BB (20H4.9) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWY(Q
QKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTI
SSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPALTFGGGTKVEIK

73 HCDR1 para CD20 YSWIN

74 | HCDR2 para CD20 RIFPGDGDTDYNGKFK

75 HCDR3 para CD20 NVFDGYWLVYY

76 LCDR1 para CD20 RSSKSLLHSNGITYLY

77 LCDR2 para CD20 QMSNLVS

78 LCDR3 para CD20 AQNLELPYT

79 VH para CD20 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWIN
WVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTI
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYW
LVYWGQGTLVTVSS

80 VL para CD20 DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITYLY
WYLOQKPGQSPQLLIYQMSNLVSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKVEIK
RTV

81 conector peptidico G4S GGGGS

82 (G4S)2 GGGGSGGGGS

83 (SG4)2 SGGGGSGGGG

84 conector peptidico GGGGSGGGGSGGOaG

85 conector peptidico GSPGSSSSGS

86 conector peptidico (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGES;
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87 conector peptidico (G48)4 GGOGGSGGGGSGGGGSGGGAES

88 conector peptidico GSGSGSGS

89 conector peptidico GSGSGNGS

90 conector peptidico GGSGSGSG

91 conector peptidico GGSGSG

92 conector peptidico GGSG

93 conector peptidico GGSGNGSG

94 conector peptidico GGNGSGSG

95 conector peptidico GGNGSG

96 CDR-H1 para FAP (28H1) SHAMS

97 CDR-H2 para FAP (28H1) ATWASGEQYYADSVKG

98 CDR-H3 para FAP (28H1) GWLGNEFDY

99 CDR-L1 para FAP (28H1) RASQSVSRSYLA

100 CDR-L2 para FAP (28H1) GASTRAT

101 | CDR-L3 para FAP (28H1) QQGQVIPPT

102 CDR-H1 para FAP(4B9) SYAMS

103 CDR-H2 para FAP(4B9) AIIGSGASTYY ADSVKG

104 | CDR-H3 para FAP(4B9) GWFGGFNY

105 CDR-L1 para FAP(4B9) R}\SQSVSRSYLA

106 CDR-L2 para FAP(4B9) VGSRRAT

107 | CDR-L3 para FAP(4B9) QQGIMLPPT

108 VH para FAP(28H1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSHAMSW
VRQAPGKGLEWVSAITWASGEQYY ADSVKGRFTISRD
NSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYW
GOQGTLVTVSS

109 | VL para FAP(28H1) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWY
QQKPGQAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

110 VH para FAP(4B9) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTFSSY AMSW
VROAPGKGLEWVSAHGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGENY'W
GQGTLVYTVSS

111 VL para FAP(4B9) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWY
QOKPGQAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQUGTKVEIK

112 | cadena de ojal de Fc anti-FAP | EVQLLESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSY AMSW

(4B9) (construccion 2.4) VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYY ADSVKGRFTISRD

NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVYVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

113 cadena ligera anti-FAP (4B9) | EIVLTOQSPGTLSLSPOERATLSCRASQSVTSSYLAWY

(construccion 2.4)

QQKPGQAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQOGTR VEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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114

cadena de ojal de Fc
anti-FAP(28H1)

EVOLLESGGOLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSW
VROAPGKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRETISRD
NSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYW
GQOTLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTOTYIONVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQOGNVESCSYMHEALH
NHYTOQKSLSLSPGK

115

cadena ligera anti-FAP (28H1)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWY
QQKPGQAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

116

cadena de ojal de Fc anti-FAP
(4B9) fusionada a 4-1BBL hu
dimérico (71-254)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWYVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGG
SREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDG
PLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGV
YYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGA
AALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRL
GVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL

PSPRSE
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117 | cadena de boton de Fc anti-FAP | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW

(4B9) fusionada a 4-1BBL hu | yRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
monomerico (71-254) NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW

GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS

RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG

LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA

GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

118 cadena de ojal de Fc anti-FAP | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSW

(28H1) fusionada a 4-1BBL hu | VRQAPGKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRFTISRD
dimérico (71-254) NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS

RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN

QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

LDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG

LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA

GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGG
SREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDG
PLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGV

YYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGA
AALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRL

GVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGL
PSPRSE

119 | cadena de boton de Fc anti-FAP | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSW
(28H1) fusionada a 4-1BBL hu
monomeérico (71-254)

55




ES 2998 140 T3

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

VRQAPGKGLEWVSATWASGEQYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS
LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSE
ARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAW
QLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

120

FAP humana (hu)

N.® de UniProt Q12884

121

ectodominio de FAP hu+marca
poly-lys+marca hise

RPSRVHNSEENTMRALTLKDILNGTFSY KTFEPNWIS
GQEYLHQSADNNIVLYNIETGQSYTILSNRTMKSVNA
SNYGLSPDRQFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLS
NGEFVRGNELPRPIQY LCWSPVGSKLAYVYQNNIYL
KQRPGDPPFQITFNGRENKIFNGIPDWVYEEEMLATK
YALWWSPNGKFLAYAEFNDTDIPVIAYSY YGDEQYP
RTINIPYPKAGAKNPVVRIFIIDTTYPAY VGPQEVPVP
AMIASSDYYFSWLTWVTDERVCLQWLKRVQNVSVL
SICDFREDWQTWDCPKTQEHIEESRTGWAGGFFVST
PVFSYDAISY YKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITS
GKWEAINIFRVTQDSLFY SSNEFEEY PGRRNIYRISIGS
YPPSKKCVTCHLRKERCQYYTASFSDYAKYYALVCY
GPGIPISTLHDGRTDQEIKILEENKELENALKNIQLPKE
EIKKLEVDEITLWYKMILPPQFDRSKKYPLLIQVYGG
PCSQSVRSVFAVNWISYLASKEGMVIALVDGRGTAF
QGDKLLYAVYRKLGVYEVEDQITA VRKFIEMGFIDE
KRIATWGWSYGGYVSSLALASGTGLFKCGIAVAPVSS
WEYYASVYTERFMGLPTKDDNLEHYKNSTVMARAE
YFRNVDYLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNAQV
DFQAMWY SDQNHGLSGLSTNHLY THMTHFLKQCFS
L SDGKKKKKKGHHHHHH

122

FAP de ratén

N.® de UniProt P97321

123

ectodominio de FAP
murina+marca poly-lys+marca
hise

RPSRVYKPEGNTKRALTLKDILNGTFSYKTYFPNWIS
EQEYLHQSEDDNIVFYNIETRESYHHLSNSTMKSVNAT
DYGLSPDRQIFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLOQN
GEFVRGYELPRPIQYLCWSPVGSKLAYVYQNNIYLK
QRPGDPPFQITYTGRENRIFNGIPDWVYEEEMLATKY
ALWWSPDGKFLAYVEFNDSDIPITAYSYYGDGQYPR
TINIPY PKAGAKNPVVRVFIVDTTYPHHVGPMEVPVP
EMIASSDYYFSWLTWVSSERVCLOWLKRVQNVSVL
SICDFREDWHAWECPKNQEHVEESRTGWAGGFFVST
PAFSQDATSYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITS

GKWEAIYIFRVTQDSLFYSSNEFEGYPGRRNIYRISIG
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NSPPSKKCVTCHLRKERCQYYTASFSYKAKYYALVC
YGPGLPISTLHDGRTDQEIQVLEENKELENSLRNIQLP
KVEIKKLKDGGLTFWYKMILPPQFDRSKKYPLLIQVY
GGPCSQSVKSVFAVNWITYLASKEGIVIALVDGRGTA
FQGDKFLHAVYRKLGVYEVEDQLTAVRKFIEMGFID
EERIATWGWSYGGYVSSLALASGTGLFKCGIAVAPVS
SWEYYASIYSERFMGLPTKDDNLEHY KNSTVMARA
EYFRNVDYLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNAQV
DFQAMWY SDQNHGILSGRSQNHLY THMTHFLKQCF

SLSDGKKKKKKGHHHHHH
124 ectodominio de FAP de macaco | RPPRVHNSEENTMRALTLKDILNGTFSYKTFFPNWIS
cangrejero+marca GQEYLHQSADNNIVLYNIETGQSYTILSNRTMKSVNA
poly-lys+marca hise SNYGLSPDRQFVYLESDYSKLWRYSYTATYY1YDLS

NGEFVRGNELPRPIQYLCWSPVGSKLAYVYQNNIYL
KQRPGDPPFQITFNGRENKIFNGIPDWVYEEEMLATK
YALWWSPNGKFLAYAEFNDTDIPVIAYSY YGDEQYP
RTINIPYPKAGAKNPFVRIFIIDTTYPAYVGPQEVPVP
AMIASSDYYFSWLTWVTDERVCLQWLKRVQNVSVL
SICDFREDWQTWDCPKTQEHIEESRTGWAGGFFVST
PVFSYDAISYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITS
GKWEAINIFRVTQDSLFYSSNEFEDYPGRRNIYRISIG
SYPPSKKCVTCHLRKERCQYYTASFSDYAKYYALVC
YGPGIPISTLHDGRTDQEIKILEENKELENALKNIQLP
KEEIKKLEVDEITLWY KMILPPQFDRSKKYPLLIQVY
GGPCSQSVRSVFAVNWISYLASKEGMVIALVDGRGT
AFQGDKLLYAVYRKLGVYEVEDQITAVRKFIEMGFI
DEKRIATWGWSYGGYVSSLALASGTGLFKCGIAVAP
VSSWEYYASVYTERFMGLPTKDDNLEHYKNSTVMA
RAEYFRNVDYLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNA
QVDFQAMWYSDQNHGLSGLSTNHLY THMTHFLKQ
CFSLSDGKKKKKKGHHHHHH

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 las cadenas de
anticuerpos se numeran y denominan de acuerdo con los sistemas de numeracién 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.

EJEMPLOS

Técnicas de ADN recombinante

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

Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra.

Sintesis génica

Se generaron segmentos génicos deseados por PCR usando moldes apropiados o bien se sintetizaron por

Geneart AG (Ratisbona, Alemania) a partir de oligonucledtidos sintéticos y productos de PCR por sintesis génica
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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 a
partir del ARN que se origina del tejido apropiado. Se clonaron los segmentos génicos flanqueados por sitios de
escision de endonucleasas de restriccién singulares en vectores de clonacién/secuenciacién estandar. Se purificé
el ADN plasmidico a partir de bacterias transformadas y se determiné la concentracién por espectroscopia UV. Se
confirmd la secuencia de ADN de los fragmentos génicos subclonados por secuenciacién de ADN. Se disefiaron
segmentos génicos con sitios de restriccién adecuados para permitir la subclonacidn en los respectivos vectores
de expresién. Se disefiaron todas las construcciones con una secuencia de ADN del extremo 5' que codifica un
péptido lider que selecciona como diana 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.

Purificacién de proteinas

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

SDS-PAGE

Se uso el sistema de gel NUPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
particular, se usd un 10 % o un 4-12 % de geles NUPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast (pH 6,4) y un MES
NUPAGE® (geles reducidos, con aditivo de tampén de migracion NUPAGE® Antioxidant) o tampdn de migracion
MOPS (geles no reducidos).

Cromatografia de exclusién por tamaiio analitica

Se realizé una cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para la determinacidon de la agregacién y del estado
oligomérico de los anticuerpos por cromatografia HPLC. En resumen, se aplicaron anticuerpos purificados con
proteina A a una columna Tosoh TSKgel G3000SW en NaCl 300 mM, KH2PO4/K2HPO4 50 mM, pH 7,5 en un
sistema Agilent HPLC 1100 o a una columna Superdex 200 (GE Healthcare) en 2 x PBS en un sistema Dionex
HPLC. Se cuantificé la proteina eluida por absorbancia UV e integracidn de areas de picos. BioRad Gel Filtration
Standard 151-1901 sirvié como patrén.

Determinacién de la unién y afinidad de unién de anticuerpos multiespecificos a los respectivos antigenos
usando resonancia de plasmén superficial (RPS) (BIACORE)

La union de los anticuerpos generados a los respectivos antigenos se investiga por resonancia de plasmon
superficial usando un instrumento BIACORE (GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Suecia). En resumen, para
las mediciones de afinidad se inmovilizan anticuerpos anti-lgG humana de cabra, JIR 109-005-098, en un chip CM5
por medio de acoplamiento de amina para la presentacion de los anticuerpos contra el respectivo antigeno. La
unién se mide en tampdn HBS (HBS-P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,005 %, pH 7,4), 25 °C (o de
forma alternativa a 37 °C). Se afiadié antigeno (R&D Systems o purificado internamente) en diversas
concentraciones en solucién. Se midid la asociacion por una inyeccién de antigeno de 80 segundos a 3 minutos; se
midié la disociacion lavando la superficie del chip con tampén HBS durante 3-10 minutos y se estimé el valor de KD
usando un modelo de unidén 1:1 de Langmuir. Se restan los datos de control negativo (por ejemplo, curvas de
tampén) de las curvas de muestra para la correccion de la desviacion de referencia intrinseca del sistemay parala
reduccién de la sefial de ruido. Se usa el respectivo programa informatico de evaluacién de Biacore para el analisis
de sensogramas y para el calculo de datos de afinidad.

Ejemplo 1

Preparacion, purificacién y caracterizacién de moléculas de unién a antigeno 4-1BBL que comprenden al
menos un dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un antigeno asociado a tumor

Se prepararon moléculas de union a antigeno de fusion a Fc que contienen un trimero de ligando para 4-1BB que
selecciona como diana CD19 como se describe en la pub. de sol. de patente internacional n.° WO 2016/075278 A1.
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En particular, se prepararon las siguientes moléculas:

a) Moléculas de union a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de ligando para 4-1BB que selecciona
como diana y que no selecciona como diana CD19 monovalentes

Se subclond una secuencia de ADN que codifica un ligando para 4-1BB dimérico fusionado al dominio CL humano
sin cambio de pauta de lectura con los dominios CH2 y CH3 de la cadena pesada de 1gG1 humana en el botén
(Merchant, Zhu et al. 1998). Se fusioné un polipéptido que contenia un ectodominio del ligando para 4-1BB al
dominio CH1 de 1gG1 humana. En la construccion 3.4, para mejorar el emparejamiento correcto, se introdujeron
adicionalmente las siguientes mutaciones en el CH-CL cruzado (variante cargada). En el ligando para 4-1BB
dimérico fusionado al CL humano, E123R y Q124K en el ligando para 4-1BB monomérico fusionado al CH1
humano, K147E y K213E.

Se subclond la regién variable de secuencias de ADN de la cadena pesada y ligera que codifican una proteina de
unién especifica para CD19, clon 8B8-018 o clon 8B8-2B11, sin cambio de pauta de lectura con la cadena pesada
constante del ojal o bien la cadena ligera constante de IgG1 humana. Se han introducido las mutaciones
Pro329Gly, Leu234Alay Leu235Ala en la regidn constante de las cadenas pesadas de botdn y ojal para anular la
unién a los receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2012/130831. La
combinacién de la cadena de ligando dimérico-botén de Fc que contiene las mutaciones S354C/T366W, la fusion a
CH1 monomérico, la cadena de ojal de Fc anti-CD19 seleccionada como diana que contiene las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V y la cadena ligera anti-CD19 permite la generacion de un heterodimero, que incluye
un ligando para 4-1BB trimérico ensamblado y un Fab de unién a CD19 (figuras 1A y 1B). En consecuencia, se
prepard una version no seleccionada como diana reemplazando la proteina de unién para CD19 por DP47 de
estirpe germinal (figura 1C).

Tabla 1: Construcciones CD19-4-1BBL monovalentes usadas en los experimentos

Ejemplo en el documento

compuesto por

(construccion 4.5)

WO 2016/075278
CD19(018)-4-1BBL mono | Ejemplo 7.1.6 | SEQID NO: 33, SEQ ID NO: 34 SEQ ID NO:
(variante cargada) (construccién 3.4) 41y SEQ ID NO: 42
CD19(2B11)-4-1BBL mono | Ejemplo 7.2.6 | SEQID NO: 47, SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO:
(variante cargada) (construccién 4.4) 41y SEQ ID NO: 42
CD19(2B11)-4-1BBL mono Ejemplo 7.2.7 | SEQID NO: 47, SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO:

43y SEQ ID NO: 44

DP47-4-1BBL mono

seleccionada como diana

Ejemplo 7.3.12 (control
D)

SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO:
43y SEQ ID NO: 44

b) Moléculas de unidn a antigeno de fusion a Fc que contienen un trimero de ligando para 4-1BB que selecciona
como diana y que no selecciona como diana CD19 bivalentes

Se subclonaron las secuencias de ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de la
cadena pesada y ligera especifica de una proteina de union especifica para CD19, clon 8B8-018 o clon 8B8-2B11,
sin cambio de pauta de lectura con la cadena pesada constante del ojal, el botén o bien la cadena ligera constante
de 1gG1 humana. Se introdujeron las mutaciones Pro329Gly, Leu234Alay Leu235Ala en la regién constante de las
cadenas pesadas de botdn 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 fusioné un polipéptido que comprendia dos ectodominios
del ligando para 4-1BB al extremo C de la cadena de ojal de Fc de IgG1 humana y se fusiond un polipéptido que
comprendia un ectodominio del ligando para 4-1BB al extremo C de |a cadena de botén de Fc de IgG1 humana. La
combinacién de la cadena pesada de ligando dimérico-ojal de hulgG1 anti-CD19 que contiene las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V, la cadena pesada de ligando monomérico-botén de hulgG1 anti-CD19 que contiene
las mutaciones S354C/T366W y las cadenas ligeras anti-CD19 permitié la generacién de un heterodimero, que
incluia un ligando para 4-1BB trimérico ensamblado y dos Fab de unién a CD19 (figura 1D). En consecuencia, se
prepard una version no seleccionada como diana reemplazando la proteina de unién para CD19 por DP47 de
estirpe germinal (figura 1E).

Tabla 2: Construcciones CD19-4-1BBL bivalentes usadas en los experimentos

Ejemplo en el documento | compuesto por
WO 2016/075278

CD19(018)-4-1BBL bi Ejemplo 7.1.8 | 2x SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 45y SEQ
(construccion 3.6) ID NO: 46

CD19(2B11)-4-1BBL bi Ejemplo 7.2.8 | 2xSEQIDNO: 48 SEQID NO: 51y SEQID
(construccion 4.6) NO: 52
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DP47-4-1BBL bi

seleccionada como diana

no

Ejemplo 7.3.12 (control C)

2x SEQIDNO: 57 SEQID NO: 58y SEQID
NO: 59

La produccién y caracterizacion de las moléculas de unién a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de
ligando para 4-1BB que selecciona como diana y que no selecciona como diana CD19 se describen en detalle en el
documento WO 2016/075278, ejemplo 7.4 y ejemplos de 8 a 11, respectivamente.

También se prepararon moléculas de unién a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de ligando para
4-1BB que selecciona como diana FAP como se describe en la pub. de sol. de patente internacional n.° WO
2016/075278 A1.

En particular, se prepararon las siguientes moléculas:

c) Moléculas de union a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de ligando para 4-1BB que selecciona
como diana FAP monovalentes

Se subclonaron la regidn variable de secuencias de ADN de |la cadena pesada y ligera que codifican una proteina
de unidn especifica para FAP, clon 28H1 o clone 4B9, sin cambio de pauta de lectura con la cadena pesada
constante del ojal o bien la cadena ligera constante de IgG1 humana. Se han introducido las mutaciones
Pro329Gly, Leu234Alay Leu235Ala en la regidn constante de las cadenas pesadas de botdn y ojal para anular la
unién a los receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2012/130831. La
combinacién de la cadena de ligando dimérico-botén de Fc que contiene las mutaciones S354C/T366W, la fusion a
CH1 monomérico, la cadena de ojal de Fc anti-FAP seleccionada como diana que contiene las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V y la cadena ligera anti-FAP permite la generacidén de un heterodimero, que incluye un
ligando para 4-1BB trimérico ensamblado y un Fab de union a FAP (de forma analoga a la fig. 1A).

Tabla 3: construcciones FAP-4-1BBL monovalentes

Ejemplo en el documento
WO 2016/075278
Ejemplo

compuesto por

FAP(4B  9)-4-1BBL  mono 2.1.4 | SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113 SEQ ID

(variante cargada)

(construccion 2.4)

NO: 41y SEQ ID NO: 42

FAP(28H1)-4-1BBL mono

Ejemplo 1.1 (construccién
1.2)

SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 115 SEQ ID
NO: 43y SEQ ID NO: 44

d) Moléculas de union a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de ligando para 4-1BB que selecciona
como diana FAP bivalentes

Se subclonaron las secuencias de ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de la
cadena pesada y ligera especifica de una proteina de unién especifica para FAP, clon 28H1 o clon 4B9, sin cambio
de pauta de lectura con la cadena pesada constante del ojal, el botén o bien la cadena ligera constante de IgG1
humana. Se introdujeron las mutaciones Pro329Gly, Leu234Alay Leu235Ala en la regidn constante de las cadenas
pesadas de botdn y ojal para anular la unién a los receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito
en el documento WO 2012/130831. Ademas, se fusioné un polipéptido que comprendia dos ectodominios del
ligando para 4-1BB al extremo C de la cadena de ojal de Fc de IgG1 humana y se fusion6 un polipéptido que
comprendia un ectodominio del ligando para 4-1BB al extremo C de la cadena de botdn de Fc de IgG1 humana. La
combinacién de la cadena pesada de ligando dimérico-ojal de hulgG1 anti-FAP que contiene las mutaciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V, la cadena pesada de ligando monomérico-botdn de hulgG1 anti-FAP que contiene
las mutaciones S354C/T366W y las cadenas ligeras anti-FAP permitié la generacién de un heterodimero, que
incluia un ligando para 4-1BB trimérico ensamblado y dos Fab de unién a FAP (figura 1D).

Tabla 4: Construcciones FAP-4-1BBL bivalentes

Ejemplo en el documento
WO 2016/075278
Ejemplo

compuesto por

FAP(4B 9)-4-1BBL bi 213 | 2 x SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 116 y
(construccién 2.3) SEQ ID NO: 117
Ejemplo 1.1 (construccién | 2x SEQ ID NO: 115 SEQ ID NO: 118y SEQ

1.5) ID NO: 119

FAP(28H1)-4-1BBL bi

La produccién y caracterizacion de las moléculas de unién a antigeno de fusién a Fc que contienen un trimero de
ligando para 4-1BB que selecciona como diana FAP se describen en detalle en el documento WO 2016/075278,
ejemplos de 1 a 6, respectivamente.

Ejemplo 2
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Preparacién, purificacién y caracterizacion de la molécula de unién a antigeno CD19-mu4-1BBL
monovalente (sustituto hibrido)

Se prepard una molécula de unidn a antigeno de fusion a Fc que contiene un trimero de ligando para 4-1BB murino
que selecciona como diana CD19 como se describe en la pub. de sol. de patente internacional n.° WO
2016/075278 A1. La secuencia de ADN que codifica parte del ectodominio (aminoacido 104-309, incluyendo la
mutacién C160S) del ligando para 4-1BB de ratén se sintetizé de acuerdo con la secuencia Q3U1Z9-1 de la base
de datos Uniprot.

Se subcloné una secuencia de ADN que codifica el ligando para 4-1BB murino dimérico fusionado al dominio CL
humano sin cambio de pauta de lectura con los dominios CH2 y CH3 de la cadena pesada de IgG1 humana en el
botdn (Merchant, Zhu et al. 1998). Se fusioné un polipéptido que contenia un ectodominio del ligando para 4-1BB
murino al dominio CH1 de IgG1 humana. Se subcloné la region variable de secuencias de ADN de la cadena
pesada y ligera que codifican una proteina de unidon especifica para CD19, clon 8B8-018, sin cambio de pauta de
lectura con la cadena pesada constante del ojal o bien la cadena ligera constante de IgG1 humana. Se han
introducido las mutaciones Pro329Gly, Leu234Alay Leu235Ala en la region constante de las cadenas pesadas de
botdn y ojal para anular la unidén a los receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en el
documento WO 2012/130831. La combinacion de la cadena de ligando dimérico-botén de Fc que contiene las
mutaciones S354C/T366W, la fusién a CH1 monomérico, la cadena de ojal de Fc anti-CD19 seleccionada como
diana que contiene las mutaciones Y349C/T366S/L368A/N407V y la cadena ligera anti-CD19 permite la
generacion de un heterodimero, que incluye un ligando para 4-1BB murino trimérico ensamblado y un Fab de unién
a CD19 (figura 1F).

Las secuencias de aminoacidos para el sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL se pueden encontrar en la tabla 5.

Tabla 5: secuencias de aminoacidos del sustituto hibrido maduro CD19-mu4-1BBL

SEQ ID NO: | Descripcién Secuencia

60 di-mu4-1BBL-CL RTEPRPALTITTSPNLGTRENNADQVTPVSHIGCPNTTQQGS
cadena de botén de | PYFAKLLAKNQASLSNTTLNWHSQDGAGSSYLSQGLRYEE
Fe DKKELVVDSPGLYY VFLELKLSPTFTNTGHKVQGWVSLVL
QAKPQVDDFDNLALTVELFPCSMENKLVDRSWSQLLLLK
AGHRLSVGLRAYLHGAQDAYRDWELSYPNTTSFGLFLVK
PDNPWEGGGGSGGGGSRTEPRPALTITTSPNLGTRENNAD
QVTPVSHIGCPNTTQQGSPVFAKLLAKNQASLSNTTLNWH
SQODGAGSSYLSQGLRYEEDKKELVVDSPGLYYVFLELKLS
PTFTNTGHKVQGWVSLVLQAKPQVDDFDNLALTVELFPCS
MENKLVDRSWSQLLLLKAGHRLSVGLRAY LHGAQDAYR
DWELSYPNTTSFGLFLVKPDNPWEGGGGSGGGGSRTVAA
PSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELT
KNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSPGK
61 mono-mu4-1BBL-cad | RTEPRPALTITTSPNLGTRENNADQVTPVSHIGCPNTTQQGS
ena de CH1 PVFAKLLAKNQASLSNTTLNWHSQDGAGSSYLSQGLRYEE

DKKELVVDSPGLYYVFLELKLSPTFTNTGHKVQGWVSLVL
QAKPQVDDFDNLALTVELFPCSMENKLVDRSWSQLLLLK
AGHRLSVGLRAYLHGAQDAYRDWELSYPNTTSFGLFLVK
PDNPWEGGGGSGGGGSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS

LSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSC
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33 cadena de ojal de Fc | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFITDYIMHWVRQ
anti-CD19(8B 8-018) | APGQGLEWMGYINPYNDGSKYTEKFQGRVTMTSDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGSALFDYWGQGTTVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEY KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

34 cadena ligera | DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLENPNGNTYLNWY
anti-CD19(8B 8-018) | LQKPGQSPQLLIYRVSKRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRV
EAEDVGVYYCLQLTHVPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH

QGLSSPVTKSFNRGEC

El sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL se produjo cotransfectando células CHO-K1 que crecian en suspension con
los vectores de expresion de mamifero usando eviFect (Evitria AG). Las células se transfectaron con los
correspondientes vectores de expresion en una proporcion 1:1:1:1 ("vector de cadena pesada de ojal de Fc"
"vector de cadena ligera para CD19". "vector de 4-1BBL-cadena pesada de botén de Fc". "vector de
mu4-1BBL-cadena ligera"). Para la transfeccion, se cultivan células CHO-K1 en suspensién libre de suero en
medio de cultivo eviMake (Evitria AG). Después de 7 dias a 37 °C en una estufa de incubacién con una atmésfera
de COzal 5 %, se recoge el sobrenadante del cultivo para su purificacion por centrifugacion y la solucion se filtra de
forma estéril (filtro de 0,22 mm) y se mantiene a 4 °C. Las proteinas secretadas se purificaron a partir de
sobrenadantes de cultivo celular por cromatografia de afinidad usando proteina A, seguido de cromatografia de
exclusion por tamafio. Para la cromatografia de afinidad, el sobrenadante se cargé en una columna MabSelectSure
de proteina A (GE Healthcare) equilibrada con fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La proteina
no unida se retiré lavando con tampon que contenia fosfato de sodio 20 mM y citrato de sodio 20 mM (pH 7,5). La
proteina unida se eluyé usando un gradiente de pH lineal de cloruro de sodio de citrato de sodio 20 mM, NaCl
100 mM, glicina 100 mM, Tween20 al 0,01%, pH 3,0. A continuacidn, se lavé la columna con citrato de sodio
20 mM, NaCl 100 mM, glicina 100 mM, Tween20 al 0,01%, pH 3,0. El pH de las fracciones recogidas se ajusté
afiadiendo 1/40 (v/v) de Tris 2 M, pH 8,0. La proteina se concentrd y se filtré antes de cargarse en una columna
HiLoad Superdex (GE Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, NaCl 140 mM, Tween20 al 0,01%, pH 6,0.

La concentracién de proteina de las construcciones biespecificas purificadas se determiné midiendo la DO a
280 nm, usando el coeficiente de extincidn molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La
purezay el peso molecular de las construcciones biespecificas se analizaron por CE-SDS en presencia y ausencia
de un agente reductor (Invitrogen, EE. UU.) usando un LabChipGXIl (Caliper). El contenido agregado de
construcciones biespecificas se analizé usando una columna de exclusién por tamafio analitica TSKgel G3000 SW
XL (Tosoh) equilibrada en un tampén de migracion KoHPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), a pH 6,7 a 25 °C.

Tabla 6: analisis bioquimico del sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL

Molécula Monémero | Rendimiento | CE-SDS
[%] [mg/l] (sin rojo)
CD19-mu4-1BBL 99 3,5 92

Caracterizacién funcional del sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL por resonancia de plasmén superficial:

La capacidad de unir simultaneamente 4-1BB murino-Fc(kih) y CD19 humano se evalud por resonancia de
plasmén superficial (RPS). Todos los experimentos de RPS se realizaron en un Biacore T200 a 25 °C con HBS-EP
como tampdn de migraciéon (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %,
Biacore, Friburgo/Alemania). Se acoplé directamente 4-1BB murino-Fc(kih) biotinilada a una cubeta de lectura de
un chip de sensor de estreptavidina (SA). Se usaron niveles de inmovilizacidon de hasta 600 unidades de
resonancia (UR). La construccion mu4-1BBL que selecciona como diana CD19 se pasd a un intervalo de
concentracion de 200 nM con un flujo de 30 pl/minuto a través de las cubetas de lectura durante 90 segundos y la
disociacion se ajusté a cero s. Se inyecté CD19-Fc(kih) humano monomérico como segundo analito con un flujo de
30 pl/minuto a través de las cubetas de lectura durante 90 segundos a una concentracién de 500 nM (figura 2A).
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Se superviso la disociacion durante 120 segundos. Las diferencias en el indice de refraccidn aparente se
corrigieron sustrayendo la respuesta obtenida en una cubeta de lectura de referencia, donde no se inmovilizé
ninguna proteina. Como se puede observar en el grafico de la figura 2B, el sustituto hibrido CD19-mu4-1BBL se
puede unir simultaneamente a 4-1BB murino y CD19 humano.

Ejemplo 3
Politerapia de CD19-4-1BBL y rituximab u obinutuzumab in vitro
Activacion de linfocitos NK

CD19-4-1BBL esta activa cuando se puede reticular en células de LNH que expresan CD19. Los anticuerpos tales
como rituximab u obinituzumab (Gazyva) se unen a CD20 en células de LNH y, de este modo, pueden activar los
linfocitos NK para mediar en la ADCC. Los linfocitos NK activados expresan 4-1BB. La hipotesis es que
CD19-4-1BBL puede sinergizar con anticuerpos que median en la ADCC anti-CD20 para la activacion de linfocitos
NK. Para someter a prueba esto, se usaron 3 lineas celulares de LNH diferentes, por ejemplo, WSU-DLCL2
(CD19*CD203") SU-DHL-8 (CD19*CD20%22) y Naml-6 (CD19*CD20%%?). Para medir la actividad biologica de los
linfocitos NK activados, se incubaron las respectivas células de LNH con PBMC purificados a partir de sangre roja
y sana en una proporcidén de 1:25 durante 24 horas en presencia de rituximab u obinutuzumab valorado conforme
ala dosis en solitario, o afladiendo CD19-4-1BBL valorada conforme a la dosis encima de la concentracion CEso de
rituximab u obinutuzumab, en medio IMDM (Gibco, n.° de cat. 31980-048) + FBS al 10 % (Gibco, n.° de cat.
16140-071) y penicilina-estreptomicina al 1 % (Gibco, n.° de cat. 15070-063). Los sobrenadantes se recogieron
para la medicién de IFN-y por ELISA (kit de ELISA DuoSet Human IFN-y, R&D Systems, n.® de cat. DY285). La
figura 3 muestra que en las tres lineas celulares de LNH sometidas a prueba, CD19-4-1BBL pudo promover la
funcién efectora de los linfocitos NK para la produccién de IFN-y que se activaron por rituximab u obinutuzumab
(Gazyva). En células CD20b3? tales como SU-DHL-8 y Nalm-6, la combinacion con obinutuzumab indujo mayor
produccién de IFN-y que la combinacidn con rituximab.

Para confirmar que CD19-4-1BBL solo puede activar los linfocitos NK después de la adicion de anticuerpos que
median en la ADCC, se midieron los marcadores de activacion, tales como CD25 en linfocitos NK (seleccionados
en CD3-CD56%m). De forma consecuente con la produccion de IFN-y, CD19-4-1BBL solo pudo promover la
activacion de linfocitos NK por regulacién por incremento de CD25 que ya estaban activados por rituximab u
obinutuzumab (figura 4). Por el contrario, los linfocitos T (tanto CD4 como CD8) no mostraron ninguna activacién
en términos de CD25 o CD69 en este cocultivo (datos no mostrados).

También se estudié si la CD19-4-1BBL seleccionada como diana es superior al anticuerpo agonista de 4-1BB
urelumab para sinergizar la funcidén ADCC de los linfocitos NK con obinutuzumab. En un experimento similar al que
se hizo anteriormente, se observé que solo la combinaciéon de CD19-4-1BBL con obinutuzumab promovia la
activacion de linfocitos NK (regulacion por incremento de CD25), pero no la combinacién de urelumab con
obinutuzumab (figura 5).

Ejemplo 4
Politerapia de CD19-4-1BBL hibrida y rituximab in vivo

La primera prueba de concepto para la combinacion de CD19-4-1BBL hibrida (CD19-mu4-1BBL monovalente) y
rituximab se llevé a cabo en ratones Scid huCD16Tg que portaban tumores.

Se obtuvieron células WSU-DLCL2 (linfoma difuso de linfocitos B grandes humano) originalmente de ECACC
(European Collection of Cell Culture) y después de la expansidn se depositaron en el banco de células interno de
Roche Glycart AG. Las células se cultivaron en RPMI que contenia FCS al 10 % y 1x Glutamax. Las células se
cultivaron a 37 °C en una atmoésfera saturada de agua con CO2 al 5 %. Se inyectaron s.c. 1,5 x10° células por
animal en el costado derecho de los animales en medio de cultivo celular con RPMI (Gibco) y Matrigel GFR (1:1,
volumen total de 100 ul) a una viabilidad de > 95,0 %.

Los ratones SCID transgénicos para FcyRllla (CD16) humano (que expresan tanto macréfagos murinos positivos
para FcyRIV como linfocitos NK murinos transgénicos positivos para FcyRllla humano como efectores) de 8-10
semanas de edad al inicio del experimento (criados en Charles River, Francia) se mantuvieron en condiciones
libres de patdgenos especificos con ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con directrices
comprometidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisd y aprobé por el
gobierno local. Después de su llegada, se mantuvo alos animales durante una semana para que se acostumbraran
al nuevo entorno y para su observacién. Se llevd a cabo un seguimiento de salud continuo con regularidad.

De acuerdo con el protocolo (figura 6), a los ratones Scid huCD16Tg hembra se les inyectaron s.c. células

tumorales como se describe anteriormente y se trataron una vez a la semana con los compuestos o PBS (vehiculo)
cuando el tamafio tumoral alcanzé aprox. 200 mm? (dia 13). A todos los ratones se les inyectaron i.v. 200 pl de la
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solucién apropiada una vez por semana. Para obtener la cantidad apropiada de compuestos por 200 pl, las
soluciones madre (tabla 5) se diluyeron con PBS cuando fue necesario. Para la politerapia (grupo D, figura 6) con
rituximab y construccién CD19-4-1BBL hibrida, se inyectaron los tratamientos con un espacio de un dia. El
crecimiento tumoral se midié dos veces a la semana usando un calibrador y se calculd el volumen tumoral como
sigue:

Tv. (W2/2)x L (W: ancho, L: largo)

El estudio se finalizé y todos los ratones se sacrificaron después de ocho inyecciones de los compuestos (dia 64
después de la inyeccion de células tumorales) y los tumores se explantaron y pesaron. Las figuras 7A y 7B
muestran la cinética del crecimiento tumoral (media +/- EEM) en todos los grupos de tratamiento, asi como los
pesos tumorales al finalizar el estudio. La monoterapia de la CD19-4-1BBL hibrida no revel ninguna inhibicion del
crecimiento tumoral. La monoterapia de rituximab indujo un crecimiento tumoral mas lento en comparacion con el
vehiculo. Sin embargo, la combinacion de rituximab y CD19-4-1BBL hibrida indujo una inhibicion del crecimiento
tumoral estadisticamente significativa y revelé un peso tumoral significativamente menor al finalizar el estudio en
comparacion con todos los demas grupos de tratamiento.

Tabla 7: composiciones usadas en el experimento in vivo

Compuesto Tampdn de formulacion Concentracién (mg/ml)
o Histidina 20 mM, NaCl _ .,
CD19-4-1BBL hibrida 140 mM, pH 6,0 4,11 (= solucién madre)
L Histidina 20 mM, NaCl _ .
Rituximab 140 mM. pH 6.0 10 (= solucién madre)

Ejemplo 5
Politerapia de CD19(2B11)-4-1BBL monovalente y obinutuzumab (Gazyva) in vivo

La prueba de concepto para la combinacion de CD19(2B11)-4-1BBL mono y GAZYVA se llevd a cabo en ratones
NSG completamente humanizados.

Se obtuvieron células WSU-DLCL2 (linfoma difuso de linfocitos B grandes humano) originalmente de ECACC
(European Collection of Cell Culture) y después de la expansion se depositaron en el banco de células interno de
Roche Glycart AG. Las células se cultivaron en RPMI que contenia FCS al 10 % y 1x Glutamax. Las células se
cultivaron a 37 °C en una atmosfera saturada de agua con CO2 al 5 %. Se inyectaron s.c. 1,5 x108 células (pase in
vitro 18) por animal en el costado derecho de los animales en medio de cultivo celular con RPMI (Gibco) y Matrigel
GFR (1:1, volumen total de 100 pl) a una viabilidad de > 95,0 %.

Se mantuvieron ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NSG) hembra de 4-5 semanas de edad al inicio del experimento
(criados en Taconic, Dinamarca) en condiciones libres de patégenos especificos con ciclos diarios de 12 h de
luz/12 h de oscuridad de acuerdo con directrices comprometidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo del
estudio experimental se revisé y aprobé por el gobierno local (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 con regularidad.

De acuerdo con el protocolo (figura 8), a los ratones NSG hembra se les inyectaron i.p. 15 mg/kg de busulfano
seguido un dia mas tarde de una inyeccion i.v. de 1x10% células madre hematopoyéticas humanas aisladas de
sangre del cordén umbilical. En la semana 14-16 después de la inyeccién de células madre, se extrajo sangre de
los ratones por via sublingual y se analizé la sangre por citometria de flujo para determinar la humanizacién
satisfactoria. Los ratones injertados eficazmente se aleatorizaron de acuerdo con sus frecuencias de linfocitos T
humanos en los diferentes grupos de tratamiento (figura 8, n: 10/grupo). En ese momento, a los ratones se les
inyectaron s.c. células tumorales como se describe anteriormente y se trataron una vez a la semana con los
compuestos o PBS (vehiculo) cuando el tamafio tumoral alcanzé aprox. 450 mm3 (dia 11). A todos los ratones se
les inyectaron i.v. 200 ul de la solucidon apropiada. Para obtener la cantidad apropiada de compuestos por 200 pl,
las soluciones madre (tabla 6) se diluyeron con PBS cuando fue necesario. Para politerapias (grupo D, figura 8) con
GAZYVA, se inyecté de forma concomitante la construccion CD19-4-1BBL. El crecimiento tumoral se midié dos
veces a la semana usando un calibrador y se calculé el volumen tumoral como sigue:

Tv. (W22) x L (W: ancho, L: largo)
La figura 9 muestra la cinética del crecimiento tumoral (media +/- EEM) en todos los grupos de tratamiento. No se
pudieron detectar efectos monoterapicos de CD19-4-1BBL. Obinutuzumab, como Unico agente, indujo poca

inhibicion del crecimiento tumoral; sin embargo, la combinacién con CD19-4-1BBL indujo una regresién tumoral
completa en todos los animales (figura 9).
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Tabla 8: composiciones usadas en este experimento

Compuesto Tampon de formulacion Concentracién (mg/ml)

CD19 (2B11)-4-1BBL mono Histidina 20 mM, NaCl 5,16 (= solucién madre)
140 mM, pH 6,0

obinutuzumab (Gazyva) Histidina 20 mM, NaCl 25 (= solucién madre)
140 mM, pH 6,0

Fkk
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REIVINDICACIONES

1. Un agonista de 4-1BB (CD137) para su uso en un procedimiento para tratar un trastorno proliferativo de
linfocitos B, en el que el agonista de 4-1BB se usa en combinacién y de forma concomitante con un anticuerpo
anti-CD20 seleccionado de rituximab u obinutuzumab,

en el que:

(a) dicho trastorno proliferativo de linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano
(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 la zona marginal (LZM), mieloma
multiple (MM) y linfoma de Hodgkin (LH); y

(b) dicho agonista de 4-1BB es una molécula de unién a antigeno que comprende
(i)  un dominio de unidon a antigeno que se puede unir especificamente a CD19,
(i) un primery un segundo polipéptido que estan enlazados entre si por un enlace disulfuro, y

(iii)  un dominio Fc de IgG1 que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (numeracién
EU)y

(c) dicho primer polipéptido comprende dos ectodominios de 4-1BBL que comprenden la 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 que estan conectados entre si por un conector
peptidico y dicho segundo polipéptido comprende un ectodominio de 4-1BBL que comprende la 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: 7y SEQ ID NO: 8.

2. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el agonista de 4-1BB
y el anticuerpo anti-CD20 se administran juntos en una Unica composicién o se administran por separado en dos
composiciones diferentes.

3. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de las reivindicaciones 1 o 2, en el que los
ectodominios de 4-1BBL comprenden la secuencia de amincacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 5.

4. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 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 (VL.CD19)
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
aminoéacidos 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 vy (iii) CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 17, y una region variable de la cadena ligera (VL.CD19) 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.

5. El agonista de 4-1BB 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 una regién variable de
la cadena pesada (VHCD19) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y una regioén
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 regioén 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.

6. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de la reivindicacién 5, en el que
(a) el dominio de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD19 es un Fab, y
(b) dicho primer polipéptido como se define en la reivindicacion 1b(ii) comprende |la secuencia de aminoacidos

seleccionada del grupo que consiste en 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: 31y SEQ ID NO: 32.
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7. El agonista de 4-1BB 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 union a antigeno que comprende una primera cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, una primera cadena ligera cadena 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: 41y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 42.

8. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el
que la combinacidén se administra de forma concomitante a intervalos de aproximadamente una semana a tres
semanas.

9. El agonista de 4-1BB para su uso en un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el
que se realiza un pretratamiento con un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il, preferentemente obinutuzumab, antes de
la politerapia, en el que el periodo de tiempo entre el pretratamiento y la politerapia es suficiente para la reduccién
de los linfocitos B en el individuo en respuesta al anticuerpo anti-CD20 de tipo I, preferentemente obinutuzumab.

10. Una composicién farmacéutica que comprende

- un agonista de 4-1BB como se define en la reivindicacion 1, y

- un anticuerpo anti-CD20 seleccionado de rituximab u obinutuzumab,

en la que el agonista de 4-1BB y el anticuerpo anti-CD20 se administran juntos en una Unica composicion.
11. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 10 para su uso como medicamento.

12. La composicién farmacéutica de las reivindicaciones 10 u 11 para su uso en el tratamiento de un trastorno
proliferativo de linfocitos B seleccionado del grupo que consiste en linfoma no hodgkiniano (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 la zona marginal (LZM), mieloma multiple (MM) y
linfoma de Hodgkin (LH).

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 10, o la composicién para el uso de la reivindicacion 11 o
reivindicacion 12, en la que el agonista de 4-1BB es una molécula de unidén a antigeno 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 aminoéacidos de SEQ ID NO: 41 y una segunda cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 42.
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