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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CD38 y combinaciones con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
Remisidn a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos n.? de serie 62/570.655,
presentada el 10 de octubre de 2017, la solicitud provisional de Estados Unidos n.° de serie 62/570.660, presentada
el 11 de octubre de 2017, la solicitud provisional de Estados Unidos n.° de serie 62/676.221, presentada el 24 de mayo
de 2018; y la solicitud EP n.° EP18187186.4, presentada el 3 de agosto de 2018.

Presentacion del listado de secuencias en archivo de texto ASCII

El contenido de la siguiente presentacién en archivo de texto ASCII forma parte de la presente divulgacién: una forma
legible por ordenador (CRF) del listado de secuencias (nombre del archivo: 18395202994 1seqlist. TXT, fecha de
registro: 8 de octubre de 2018, tamafio: 158 KB).

Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a proteinas de unién que se unen a polipéptidos CD38 (por ejemplo, polipéptidos CD38
humanos y de macaco cangrejero), que incluyen proteinas de unién monoespecificas o biespecificas con al menos un
dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, asi como polinucledtidos, células hospedadoras,
métodos de produccién y usos relacionados con las mismas.

Antecedentes

Los biotratamientos basados en anticuerpos monoclonales se han convertido en una importante via para el desarrollo
de nuevos farmacos. La tecnologia de anticuerpos monoclonales ofrece direccién especifica, administracién de
sefializaciéon precisa y/o carga a una poblacién de células especifica, y proporciona un efecto biolégico de larga
duracion a través de sus funciones de Fc. Los esfuerzos en la ingenieria de anticuerpos han permitido desarrollar
anticuerpos multiespecificos que combinan las especificidades de multiples anticuerpos monoclonales para diversas
aplicaciones biolégicas, ampliando el alcance del desarrollo de farmacos de anticuerpos.

CD38 es una diana farmacolégica atractiva, ya que se expresa en la superficie celular de una diversidad de células
tumorales linfociticas (véase, Stevenson, G.T. (2006) Mol. Med. 12:345-346). DARZALEX® (daratumumab) es un
anticuerpo anti-CD38 aprobado para su uso en el tratamiento de mieloma multiple. Sin embargo, existe una necesidad
de tratamientos dirigidos a CD38 con un modo de accién diferente y/o propiedades mejoradas, que incluyen, aunque
sin limitacién, alta afinidad de unién a CD38, reactividad cruzada entre polipéptidos CD38 humanos y de macaco
cangrejero, unién a células de linfoma (por ejemplo, lineas celulares de linfoma de linfocitos B grandes de mieloma
multiple), y la capacidad de inducir apoptosis y/o citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC)
y actividades antitumorales mediadas por linfocitos T. El documento WO 2012/092612 se refiere a anticuerpos
monoclonales anti-CD38 humano que puedan reaccionar de forma cruzada con CD38 de macaco reformateado para
inducir ADCC y CDC. EIl documento US 2012/076782 se refiere al anticuerpo monoclonal anti-CD38 humano
MOR3080, que tiene reactividad cruzada con CD38 humano y de macaco. El anticuerpo muestra actividad de ADCC
y CDC. Rojkjaer Lisa: Morphosys R&D day 2010, 20 de noviembre de 2010, pag. 1-8, 73-81, divulga el anticuerpo
lgG1 anti-CD38 humano MOR202, que reacciona de forma cruzada con CD38 de macaco e induce ADCC. Ting Li et
al., Scientific Reports, 2016, 6(1), DOI: 10. 1038/srep27055 divulga nanocuerpos anti-CD38 que se unen a diferentes
epitopos definidos en el dominio carboxiterminal de DC38.

Breve sumario

La invencién se define por las reivindicaciones. Se proporcionan en este documento proteinas de unién que se unen
a polipéptidos CD38 (por ejemplo, polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero), que incluyen proteinas de
unién monoespecificas o biespecificas con al menos un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38.
Ventajosamente, estas proteinas de unién tienen la capacidad de reclutar linfocitos T a la proximidad de células
cancerosas, posteriormente de activar linfocitos T y promover la destruccién por linfocitos T activados de células
cancerosas adyacentes a través de un mecanismo de granzima/perforina, proporcionando un modo de accién diferente
para la actividad antitumoral de los anticuerpos anti-CD38 tales como DARZALEX® (daratumumab). Ademas, la
capacidad de unirse a polipéptidos CD38 tanto humanos como de macaco cangrejero permite que las proteinas de
unién se ensayen facilimente en estudios toxicolégicos preclinicos, por ejemplo, para evaluar sus perfiles de seguridad
para su uso clinico posterior.

En algunas realizaciones, en este documento se proporcionan proteinas de unién monoespecificas que se unen a un
polipéptido CD38 humano. En algunas realizaciones, las proteinas de unioén reaccionan de forma cruzada con
polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero. En algunas realizaciones, las proteinas de union se unen a
polipéptidos CD38 humanos de isoforma A e isoforma E. En algunas realizaciones, las proteinas de union poseen uno
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o mas de los siguientes rasgos caracteristicos (en cualquier combinacion): se unen al dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como proteina
purificada, como se ensaya por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo,
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como proteina purificada con una Kp de 1,5 nM o
menos, como se ensaya por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula, como se ensaya
por citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula con una Kp aparente de 20
nM, 15 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM o menos, como se ensaya por citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de
un polipéptido CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 30) como proteina purificada, como se ensaya por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38
de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) como proteina
purificada con una Kp de 3,5 nM 0 menos, como se ensaya por SPR; se unen al dominio extracelular de un polipéptido
CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado
en la superficie de una célula, como se ensaya por citometria de flujo; se unen al dominio extracelular de un polipéptido
CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30) expresado
en la superficie de una célula con una Kp aparente de 7,5 nM o0 menos, como se ensaya por citometria de flujo; se
unen al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano de isoforma E (por ejemplo, que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 105) como proteina purificada, como se ensaya por ELISA; se unen al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 humano de isoforma E (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 105) expresado en la superficie de una célula, como se ensaya por citometria de flujo; inducen
apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de una célula que expresa CD38 en su superficie
celular; y tienen una o mas mutaciones (por ejemplo, en una region Fc) que provocan unién disminuida a FcyRI y/o
FcyRIl, en comparacién con la misma proteina de unién sin la una o mas mutaciones. Para ensayos ejemplares,
véanse los ejemplos 1, 3 y 4. En algunas realizaciones, la KD se mide a 4 °C o0 25 °C.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona una proteina de unién que comprende un sitio de unién
a antigeno que se une a un polipéptido CD38, en donde el sitio de unién a antigeno comprende: (a) un dominio variable
de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y (b) un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende
una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas realizaciones, el
dominio VH comprende la secuencia, del extremo N al extremo C, FR1-CDR-H1-FR2-CDR-H2-FR3-CDR-H3-FR4; en
donde FR1 comprende la secuencia QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 86),
QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87) o QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO: 88);
en donde FR2 comprende la secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); en donde FR3 comprende la secuencia NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC
(SEQ ID NO: 93) o NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y en donde FR4
comprende la secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96). En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno
comprende: (A) un dominio variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de [YPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y (b) un dominio variable de la cadena ligera
de anticuerpo (VL) que comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminodacidos de
QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS
(SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID
NO: 36). En algunas realizaciones, el dominio VH comprende la secuencia, del extremo N al extremo C, FR1-CDR-
H1-FR2-CDR-H2-FR3-CDR-H3-FR4; en donde FR1 comprende la secuencia QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS
(SEQ ID NO: 86), QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87) o QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS
(SEQ ID NO: 88); en donde FR2 comprende la secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o
MHWVKEAPGQGLEWIGY (SEQ ID NO: 91); en donde FR3 —comprende la secuencia
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 93) o}
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y en donde FR4 comprende la secuencia
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96). En algunas realizaciones, el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13 y/o el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En algunas
realizaciones, la proteina de unién comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 16.

En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno reacciona de forma cruzada con un dominio extracelular de un
polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero. En algunas
realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, €l sitio de unién a antigeno se une al polipéptido CD38
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humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacién en equilibrio
(Kp) de 2,1 nM o menos. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 humano
de isoforma E que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 105. En algunas realizaciones, el sitio de
unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 de macaco cangrejero que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 30. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une al polipéptido CD38 de macaco
cangrejero que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 con una constante de disociacion en
equilibrio (Kp) de 1,3 nM 0 menos.

En algunas realizaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores, la proteina de unién es un anticuerpo quimérico
o humanizado. En algunas realizaciones, la proteina de unién es un anticuerpo humano. En algunas realizaciones, la
proteina de unién es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una o mas
cadenas pesadas de anticuerpo de longitud completa que comprenden una regién Fc. En algunas realizaciones, la
regién Fc es una regién Fc humana que comprende una 0 mas mutaciones que reducen o eliminan la unién al receptor
de Fc y/o la funcién efectora de la regién Fc. En algunas realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de IgG1 humana.
En algunas realizaciones, la regiéon Fc de IgG1 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234, 235 y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329A. En algunas realizaciones, la regién Fc de 1gG1 humana
comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 298, 299 y 300 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S298N, T299A y Y300S. En
algunas realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana. En algunas realizaciones, la regién Fc de IgG4
humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y 409 de
IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P y R409K. En algunas
realizaciones, la region Fc de IgG4 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son F234A y L235A. En algunas realizaciones, la regién Fc de IgG4 humana comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice
EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son E233P, F234V, L235A y una eliminacién en 236. En algunas
realizaciones, la regién Fc de IgG4 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 233-237 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde la secuencia
EFLGG se remplazada por PVAG. En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende un fragmento de
anticuerpo F(ab), F(ab")2, Fab'-SH, Fv o scFv. En algunas realizaciones, la proteina de unién se conjuga con un agente
citotoxico o marcador. En algunas realizaciones, la proteina de unién es una proteina de unién biespecifica que
comprende el primer sitio de unién a antigeno que se une al polipéptido CD38 y un segundo sitio de unién a antigeno.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona un polinucleétido que comprende la proteina de unién
de una cualquiera de las realizaciones anteriores. En algunas realizaciones, en este documento se proporciona un
vector que comprende un polinucleétido que comprende la proteina de unién de una cualquiera de las realizaciones
anteriores.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona una célula hospedadora que comprende los
polinucleétidos, el polinucledtido o el vector de una cualquiera de las realizaciones anteriores. En algunas
realizaciones, en este documento se proporciona un método de produccién de una proteina de unioén, comprendiendo
el método cultivar la célula hospedadora de una cualquiera de las realizaciones anteriores de manera que se produzca
la proteina de unién. En algunas realizaciones, el método comprende ademas recuperar la proteina de unién de la
célula hospedadora.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona una composicién farmacéutica que comprende la
proteina de unién de una cualquiera de las realizaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona al menos una proteina de unién de una cualquiera de
las realizaciones anteriores o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las realizaciones anteriores para su
uso en un método de prevencion y/o tratamiento del cancer en un paciente. En algunas realizaciones, la al menos una
proteina de unién se coadministra con un agente quimioterapico. En algunas realizaciones, el cancer es mieloma
multiple. En algunas realizaciones, el cancer es leucemia mielégena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL),
leucemia linfocitica crénica (CLL) o un linfoma de linfocitos B. En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano.
En algunas realizaciones, el paciente se selecciona para el tratamiento porque las células del cancer expresan un
polipéptido CD38 humano de isoforma E (por ejemplo, como se expone en SEQ ID NO: 105) en su superficie celular.
En algunas realizaciones, las células cancerosas expresan CD38 y CD28. En algunas realizaciones, las células
cancerosas expresan CD38 y no expresan CD28.

En algunas realizaciones, en este documento se proporciona al menos una proteina de unién de una cualquiera de
las realizaciones anteriores o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las realizaciones anteriores para su
uso en la prevencién y/o tratamiento del cancer en un paciente (por ejemplo, un paciente que lo necesite, tal como un
paciente con cancer). En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién debe coadministrarse con un agente
quimioterapico. En algunas realizaciones, el cancer es mieloma mdltiple. En algunas realizaciones, el cancer es
leucemia mieldogena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL) o un linfoma
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de linfocitos B. En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano. En algunas realizaciones, el paciente se
selecciona para el tratamiento porque las células del cancer expresan un polipéptido CD38 humano de isoforma E
(por ejemplo, como se expone en SEQ ID NO: 105) en su superficie celular. En algunas realizaciones, las células
cancerosas expresan CD38 y CD28. En algunas realizaciones, las células cancerosas expresan CD38 y no expresan
CD28.

Debe entenderse que una, algunas o todas las propiedades de las diversas realizaciones descritas en este documento
pueden combinarse para formar otras realizaciones de la presente invencion. Estos y otros aspectos de la invencién
seran para un experto en la materia. Estas y otras realizaciones de la invencion se describen ademas por la descripcion
detallada que sigue.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra la unién de anticuerpos mAb1 anti-CD38 (parte superior) e isatuximab (parte inferior) a células
de linfoma humano SU-DHL-8 o células de mieloma multiple humano MOLP-8 usando citometria de flujo.

La figura 1B muestra los resultados de ensayos de union a citometria de flujo que examinan la unién de anticuerpos
mAb1 anti-CD38 o isatuximab (no se observa unién) a células que expresan CD38 de macaco cangrejero en su
superficie.

Las figuras 2A-21 muestran los resultados de ensayos que caracterizan la unién de anticuerpos anti-CD38 a
polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero. La figura 2A muestra la union de anticuerpo mAb2 humanizado
anti-CD38 a CD38 humano soluble (parte superior, "hCD38::Histag") o CD38 de macaco cangrejero (parte superior,
"cynoCD38::Histag") por ELISA, asi como la union de mAb2 a la superficie de células que expresan CD83 humano
(parte inferior, como se indica) o CD38 de macaco cangrejero (parte inferior, como se indica) por citometria de flujo.
La figura 2B muestra la unién de mAb2 a CD38 humano (parte superior) o CD38 de macaco cangrejero (parte inferior)
por resonancia de plasmones superficiales (SPR). La figura 2C muestra la unién de anticuerpo mAb3 humanizado
anti-CD38 a CD38 humano soluble (parte superior, "hCD38::Histag"} o CD38 de macaco cangrejero (parte superior,
"cynoCD38::Histag") por ELISA, asi como la unién de mAb3 a la superficie de células que expresan CD83 humano
(parte inferior, como se indica) o CD38 de macaco cangrejero (parte inferior, como se indica) por citometria de flujo.
La figura 2D muestra la unién de mAb3 a CD38 humano (parte superior) o CD38 de macaco cangrejero (parte inferior)
por SPR. La figura 2E muestra la uniéon de anticuerpo mAb5 humanizado anti-CD38 a CD38 humano soluble (parte
superior, "hCD38::Histag") o CD38 de macaco cangrejero (parte superior, "cynoCD38::Histag") por ELISA, asi como
la unién de mADb5 a la superficie de células que expresan CD83 humano (parte inferior, como se indica) o CD38 de
macaco cangrejero (parte inferior, como se indica) por citometria de flujo. La figura 2F muestra la unién de mAb5 a
CD38 humano (parte superior) 0 CD38 de macaco cangrejero (parte inferior) por SPR. La figura 2G muestra la unién
de anticuerpo hhy1370 humano anti-CD38 a CD38 humano soluble (parte superior, "hCD38::Histag") o CD38 de
macaco cangrejero (parte superior, "cynoCD38::Histag"} por ELISA, asi como la unién de hhy1370 a la superficie de
células que expresan CD83 humano (parte inferior, como se indica) o CD38 de macaco cangrejero (parte inferior,
como se indica) por citometria de flujo. La figura 2H muestra la unién de hhy1370 a CD38 humano (parte superior) o
CD38 de macaco cangrejero (parte inferior) por SPR. La figura 2l resume los datos de unién de los experimentos de
ELISA, SPR y FACS, asi como el porcentaje de identidad de cada dominio VH ("H"} o VL ("L") de anticuerpo con la
secuencia de la region V humana desde la parte superior hasta la parte inferior corresponde a mAb2, mAb3, mAb 4,
mAb 5 y mAbb6 en la dltima linea (1195 HHKK-3 no se ha descrito por su secuencia de aminoacidos de VL/VH en el
texto a continuacién).

La figura 2J muestra la induccién dependiente de la concentracién de la apoptosis de células SU-DHL-8 por mAb7 y
mAb1 después de incubacién durante 72 horas a 37 °C.

La figura 2K muestra la actividad de citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) de
isatuximab y mAb1 contra células SU-DHL-8 en presencia de células NK92.

La figura 2L muestra la actividad de citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC)
dependiente de la concentracién de isatuximab (derecha) y mAb1 (izquierda) contra células SU-DHL-8 en presencia
de células NK92 después de 4 horas a 37 °C.

Las figuras 2M-2Q muestran los resultados de ensayos de induccién de apoptosis usando los anticuerpos anti-CD38
indicados contra células tumorales SU-DHL-8. La apoptosis se cuantificd midiendo la absorcién doble de anexina V y
yoduro de propidio mediante citometria de flujo. La figura 2M muestra el porcentaje de células apoptéticas inducidas
por cada anticuerpo. Las figuras 2N-2Q muestran la induccién dependiente de la dosis de apoptosis en células de
linfoma SU-DHL-8 por anticuerpos anti-CD38 mAb2 (figura 2N), mAb3 (figura 20), mAb4 (figura 2P) y mAb5 (figura
2Q), asi como la CI50 para cada anticuerpo.

La figura 3A proporciona una representacion esquematica de una proteina de unién triespecifica que comprende

cuatro cadenas polipetidicas que forman tres sitios de unién a antigeno que se unen a tres proteinas diana: CD28,
CD3y CD38. Un primer par de polipéptidos posee dominios variables dobles que tienen una orientacién cruzada (VH1-
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VH2 y VL2-VL1)} que forman dos sitios de unién a antigeno que reconocen CD3 y CD28, y un segundo par de
polipéptidos posee un Unico dominio variable (VH3 y VL3) que forma un dnico sitio de unién a antigeno que reconoce
CD38. La proteina de unién triespecifica mostrada en la figura 3A usa una regién constante de IgG4 con una mutacion
de "botones en ojales", donde el botén esta en el segundo par de polipéptidos con un Unico dominio variable.

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

La figura 3C muestra los resultados de ensayos basados en SPR para examinar la unién a CD38 de proteinas de
unién triespecificas anti-CD38/anti-CD28/anti-CD3. La unién de CD38 humana a proteinas de unién triespecificas se
examind en solitario (parte superior izquierda), después de preuniéon con CD3 (parte superior central), después de
preuniéon con CD28 (parte superior derecha), después de preunién a CD3 y luego a CD28 (parte inferior izquierda), o
después de preunién a CD28 y luego a CD3 (parte inferior derecha).

La figura 4 muestra la unién secuencial de polipéptidos CD3, CD28 y CD38 humanos a proteinas de unién
triespecificas anti-CD38/anti-CD28/anti-CD3, como se ensaya por SPR.

La figura 5 resume las afinidades de unién de las proteinas de unién triespecificas indicadas contra sus antigenos
afines (CD3, CD28 y CD38 humanos) medidas por SPR.

La figura 6A compara la afinidad aparente del dominio de unién a antigeno de isatuximab en formato IgG1 humana
(2.2 hoja) o en un formato de proteina de unién triespecifica con los dominios de unién a antigeno isatuximab, anti-
CD28 y anti-CD3 (formato de acuerdo con la figura 3A; 1.2 hoja) para polipéptidos CD38 humanos (parte superior) o
de macaco cangrejero (parte inferior), como se ensaya por citometria de flujo.

La figura 6B-6D compara las afinidades aparentes de la proteina de union triespecifica CD38vri xCD28supx CD3mig,
CD38vH1xCD28cvnxCD3mig, 0 anticuerpo monoespecifico mAb2 anti-CD38 para la unién a células que expresan
polipéptidos CD38 humanos o de macaco cangrejero, como se ensaya por citometria de flujo. La figura 6B muestra
la unién de la proteina de unién triespecifica CD38vH1xCD28suoxCD3mid a células que expresan polipéptidos CD38
humanos (parte superior) o de macaco cangrejero (parte inferior). La figura 6C muestra la unién de la proteina de
unién triespecifica CD38vH1xCD28cvnxCD3mia a células que expresan polipéptidos CD38 humanos (parte superior) o
de macaco cangrejero (parte inferior). La figura 6D muestra la unién del anticuerpo monoespecifico mAb2 anti-CD38
a células que expresan polipéptidos CD38 humanos (parte superior) o de macaco cangrejero (parte inferior).

La figura 6E compara las afinidades aparentes de la proteina de unién triespecifica CD38rHy1370x CD28supxCD3mid 0
el anticuerpo monoespecifico mAb6 anti-CD38 para la unién a células que expresan polipéptidos CD38 humanos
(parte superior) o de macaco cangrejero (parte inferior), como se ensaya por citometria de flujo.

La figura 6F resume la afinidad de unién de las proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3
indicadas por CD38 humano, medida por SPR o citometria de flujo (FACS).

La figura 6G muestra la afinidad aparente de la proteina de unién triespecifica ACD38vH1 xCD28supx CD3mig que carece
del dominio de unién a antigeno anti-CD38 para la unién a células que expresan polipéptidos CD38 humanos (parte
superior) o de macaco cangrejero (parte inferior), como se ensaya por citometria de flujo.

Las figuras 7A y 7B muestran los resultados de un ensayo ELISA que determina las afinidades de unién de diversas
proteinas de unién triespecificas IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3, o anticuerpos de control, a polipéptidos CD3, CD28
y CD38 humanos y de macaco de la India.

Las figuras 8A-8D muestran los resultados de la destruccién especifica mediada por anticuerpos de células CD38*
por PBMC de tres donadores humanos diferentes usando las proteinas de unién triespecificas anti-CD38 x CD28 x
CD3 indicadas y anticuerpos de control. Se muestran resultados representativos usando lineas celulares de mieloma
multiple RPMI8266 (figura 8A), NCI-H929 (figura 8B), KMS-26 (figura 8C) y lineas celulares KMS-11 (figura 8D), y
los valores de CE50 se proporcionan en la tabla N. Los valores de CE50 obtenidos usando células NCI-H929, KMS-
26 y KMS-11 se proporcionan en las tablas O-Q.

Las figuras 8E y 8F muestran los resultados de la destruccién especifica mediada por anticuerpos de células CD38*
por PBMC de dos donadores diferentes usando las proteinas de union triespecificas anti-CD38 x CD28 x CD3
indicadas con regiones Fc variantes y anticuerpos de control. Se muestran resultados representativos usando lineas
celulares CD38* KMS-11 (figura 8D) y U266 (figura 8E), y los valores de CE50 se proporcionan en las tablas Q2 y
Q3.

Las figuras 9A, 9B y 10 muestran la activacion (CD69*) de linfocitos T humanos tratados con diversas proteinas de
unién triespecificas anti-CD38 x CD28 x CD3 o anticuerpos de control durante 24 horas. La figura 9A muestra la
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activacion (CD69+) de linfocitos T CD3* humanos. La figura 9B muestra la activacién (CD69*) de linfocitos T CD3*
CD4* humanos. La figura 10 muestra la activacion (CD69*) de linfocitos T CD3* CD8* humanos.

Las figuras 11A-11B muestran los resultados de evaluaciones de liberacion de citocinas in vitro de PBMC humanas
tratadas con las proteinas de unién triespecificas anti-CD38 x CD28 x CD3 indicadas o anticuerpos de control en
funcién del método de placa seca como se describe en Stebbings, R. et al. (2007) J. Immunol. 179:3325-3331. La
figura 11A muestra los resultados usando 5 pg/ml de los anticuerpos indicados. La figura 11B muestra los resultados
usando 25 ng/ml de los anticuerpos indicados.

Las figuras 12A-12E muestran la actividad in vivo de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vr x CD28sup) x
CD3mig) en el modelo de ratén NSG humanizado de glébulos sanguineos del cordén umbilical CD34+ implantado con
células de mieloma multiple RPMI-8226. La figura 12A muestra el cambio en el volumen del tumor en ratones tratados
con las concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vHi) x CD28sup) x CD3(mig) frente a
ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 12B muestra el volumen promedio del tumor
en el dia 18 en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38vh
x CD28sup) x CD3(mig) frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 12C muestra
el peso promedio del tumor terminal en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38wry x CD28isupy x CD3migy frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38. La figura 12D muestra la curva de crecimiento promedio del tumor a lo largo del experimento en ratones
tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38whiy x CD28supy x CD3(mid)
frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 12E muestra el cambio promedio
en el peso corporal en multiples puntos temporales a lo largo del experimento de ratones tratados con las
concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vhiy x CD28supy x CD3(mig) frente a ratones
tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38.

Las figuras 13A-13F muestran la actividad in vivo de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vhHiy x CD28sup) x
CD83migy en el modelo de raton NSG humanizado de PBMC implantado con células de mieloma multiple RPMI-8226.
La figura 13A muestra el cambio en el volumen del tumor en ratones tratados con las concentraciones indicadas de
la proteina de unién triespecifica anti-CD38vn x CD28up) x CD3miay frente a ratones tratados con un anticuerpo
biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 13B muestra el volumen del tumor en el dia 4 en ratones tratados con las
concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vhiy x CD28supy x CD3(mig) frente a ratones
tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 13C muestra el volumen del tumor en el dia 21 en
ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38wHi x CD28(sup) x
CD3migy frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 13D muestra el volumen
promedio del tumor en el dia 21 en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38wvHy x CD28isupy x CD3(migy frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38. La figura 13E muestra el peso promedio del tumor terminal en ratones tratados con las concentraciones
indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38wvHiy x CD28sup x CD3(migy frente a ratones tratados con un
anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD38. La figura 13F muestra el volumen promedio del tumor en multiples puntos
temporales a lo largo del experimento en ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38wry x CD28isupy x CD3migy frente a ratones tratados con un anticuerpo biespecifico anti-
CD3/CD38.

Las figuras 14A-14U muestran los resultados de un estudio de aumento de escala de la dosis (0,5, 2,5, 12,5 pug/kg)
usando las proteinas de union triespecificas anti-CD38vry x CD28sup) x CD3(mig), anti-CD38vHiy x CD28cvny x CD3(mid),
anti-CD38nny1370) x CD28supy x CD3(mid)(migy y anti-CD38nhy1370) x CD28cvny x CD3(migy €n primates no humanos. La
figura 14A muestra la activacion de linfocitos T (CD69+) de linfocitos T CD3* circulantes después de la administracién
de diferentes dosis de la proteina de unién triespecifica anti-CD38wHi) x CD28sup) x CD3(migy. La figura 14B muestra
la activacién de linfocitos T (CD69*) de linfocitos T CD3* circulantes después de la administracién de diferentes dosis
de la proteina de unién triespecifica anti-CD38wH) x CD28¢cnv) x CD3miay. La figura 14C muestra la activacion de
linfocitos T (CD69+) de linfocitos T CD3* circulantes después de la administracién de diferentes dosis de la proteina
de union triespecifica anti-CD38hny1370) x CD28sup) x CD3migy. La figura 14D muestra la activacion de linfocitos T
(CD69*) de linfocitos T CD3* circulantes después de la administracion de diferentes dosis de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38nny1370) x CD28cnv) x CD3(mig). La figura 14E muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos
T CD4+* circulantes después de la administracién de las dosis indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-
CD38vHiy x CD28supy x CD3migy. La figura 14F muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos T CD8* circulantes
después de la administracion de las dosis indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vry x CD28(sup) x
CD3mioy. La figura 14G muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos T CD4+ circulantes después de la
administracién de las dosis indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38vry x CD28cvmy x CD3(mig). La
figura 14H muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos T CD8* circulantes después de la administracion de las
dosis indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38whiy x CD28cvn) x CD3(mig). La figura 14l muestra los
cambios en el porcentaje de linfocitos T CD4+ circulantes después de la administracion de las dosis indicadas de la
proteina de unién triespecifica anti-CD38hhy1370) x CD28(sup) x CD3(mig). La figura 14J muestra los cambios en el
porcentaje de linfocitos T CD8* circulantes después de la administracion de las dosis indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-CD38hnhy1370) x CD28sup) x CD3(mig). La figura 14K muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos
T CD4+ circulantes después de la administracién de las dosis indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-
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CD38 nny1370) x CD28(cvn) x CD3(mig). La figura 14L muestra los cambios en el porcentaje de linfocitos T CD8* circulantes
después de la administracion de las dosis indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38nny1370) x CD28(cny)
x CD3mig). La figura 14M muestra los cambios en el total de linfocitos T CD4* 6, 24 y 48 horas después de la
administracién de 12,5 ug/kg de las proteinas de union triespecificas indicadas. La figura 14N muestra los cambios
en el total de linfocitos NK 6, 24 y 48 horas después de la administracion de 12,5 ug/kg de las proteinas de unién
triespecificas indicadas. La figura 140 muestra los cambios en el total de linfocitos T CD8* 6, 24 y 48 horas después
de la administracién de 12,5 ug/kg de las proteinas de unién triespecificas indicadas. La figura 14P muestra los
cambios en el total de linfocitos B 6, 24 y 48 horas después de la administracion de 12,5 pg/kg de las proteinas de
union triespecificas indicadas. La figura 14Q muestra los cambios en los niveles de citocinas 6 horas después de la
administracién de las tres dosis ascendentes (0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) de la proteina de unién triespecifica anti-CD38wH1)
x CD28sup) x CD3(migy (resultados de diferentes animales de ensayo marcados como "117065" y "117066"). La figura
14R muestra los cambios en los niveles de citocinas 6 horas después de la administraciéon de las tres dosis
ascendentes (0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) de la proteina de unién triespecifica anti-CD38vH1) x CD28(cnv) x CD3mig) (resultados
de diferentes animales de ensayo marcados como "117067" y "117068"). La figura 148 muestra los cambios en los
niveles de citocinas 6 horas después de la administracién de las tres dosis ascendentes (0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) de la
proteina de unién triespecifica anti-CD38nny1370) x CD28sup x CD3(migy (resultados de diferentes animales de ensayo
marcados como "117069" y "117070"). La figura 14T muestra los cambios en los niveles de citocinas 6 horas después
de la administracion de las tres dosis ascendentes (0,5, 2,5, 12,5 ug/kg) de la proteina de unién triespecifica anti-
CD38nny1370) x CD28¢cnv) x CD3mia) (resultados de diferentes animales de ensayo marcados como "117071" y
"117072"). La figura 14U muestra los cambios en los niveles de citocinas 24 horas después de la administracion de
las tres dosis ascendentes (0,5, 2,5, 12,5 pg/kg) de las proteinas de unidon triespecificas indicadas (resultados
mostrados de todos los animales de ensayo).

Las figuras 14V y 14W muestran que las proteinas de unién triespecificas anti-CD38vHi) x CD28 sup) x CD3(migy y anti-
CD38vHiy x CD28cvmy x CD3mig) indujeron la reduccién de linfocitos T in vivo en sangre de primate no humano a dosis
mas altas (6 horas después de la dosis).

Las figuras 14X y 14Y muestran que las proteinas de unién triespecificas anti-CD38HHy1370) x CD28sup)y x CD3(mig) ¥
anti-CD38HHy1370) x CD28cvny x CD3(migy indujeron la reducciodn de linfocitos T in vivo en sangre de primate no humano
a dosis mas altas (6 horas después de la dosis).

Las figuras 14Z y 14AA muestran la cantidad de linfocitos T en sangre en primates no humanos a lo largo del tiempo
después de la administracién de proteinas de union triespecificas anti-CD38vriy x CD28(sup) x CD3migy 0 anti-CD38vh
x CD28(cvn) x CD3(mig).

Las figuras 14AB y 14AC muestran la cantidad de linfocitos T en sangre en primates no humanos a lo largo del tiempo
después de la administracion de proteinas de unién triespecificas anti-CD38HHv1370) x CD28sup) x CD3(mig) 0 anti-
CD38HHv1370) x CD28(cvny x CD3(mig).

Las figuras 14AD y 14AE muestran la cantidad de linfocitos T CD4+ con proteina de unién triespecifica unida después
de la administracién de dosis de 100 pg/kg en primates no humanos.

Las figuras 14AF y 14AG muestran la cantidad de linfocitos T CD8+ con proteina de unién triespecifica unida después
de la administracién de dosis de 100 pg/kg en primates no humanos.

Las figuras 15A-15C muestran la unién o ausencia de la misma de diversas variantes de Fc a los receptores de Fc
humanos FcyR | (figura 15A), FcyR lla (figura 15B) y FcyR llib/c (figura 15C). Las variantes ensayadas fueron 1gG1
humana, IgG4 humana e IgG4 humana con mutaciones FALA.

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

La figura 17 resume los parametros PK de las proteinas de union triespecificas indicadas (IgG4
CD38vH1xCD28supxCD3mig, 1gG4 FALA CD38vH1xCD28supxCD3mig, 1gG1 LALA P329A CD38vHixCD28supxCD3mid €
lgG4 FALA CD38HHy1370xCD28supxCD3mid) en ratones NSG.

Las figuras 18A-18C muestran la liberacién (no especifica) mediada por interacciéon de Fc/FcR de IFN-y (figura 18A),
IL-2 (figura 18B) o TNF-a (figura 18C) por PBMC humanos incubados con proteinas de union triespecificas que tienen
regiones Fc naturales o variantes FALA.

La figura 18D muestra la activacién in vitro de PBMC humanos por proteinas de union triespecificas
CD38vH1xCD28supxCD3mig y CD38HHy1370xCD28supxCD3mig, asi como variantes IgG1 e IgG4 de Fc de las mismas.

Las figuras 19A y 19B muestran que la induccion de Bcl-xL en linfocitos T CD4+ (figura 19A) o CD8+ (figura 19B)
por la proteina de unién triespecifica CD38vhixCD28supxCD3mig requiere dominios de unién a antigeno CD3 y CD28.
Grafico de barras = media y d.t. de 3 donadores de PBMC. *p = <0,009.
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Las figuras 19C y 19D muestran que CD38vH1xCD28xCD3 con variante IgG4 FALA de Fc regula por aumento Bcl-XL
en linfocitos T CD4+ (figura 19C) o CD8+ (figura 19D) mas que un anticuerpo biespecifico de referencia. Grafico de
barras = media y d.t. de 3 donadores de PBMC. *p = <0,045

La figura 19E muestra que la activacion de linfocitos T por proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-
CD83, como se ensaya por la expresién de IL-2 en una linea indicadora de linfocitos T Jurkat, depende del dominio de
unién a antigeno anti-CD3.

La figura 19F muestra la liberacién de citocinas TNF, IFNg, IL-2, IL-6 e IL-10 por proteinas de unién triespecificas
CD38vH1xCD28supxCD3mig, €n comparacioén con proteinas de unién con las mutadas anti-CD28, anti-CD38 o anti-
CD28, anti-CD38 y anti-CD3, asi como la referencia.

La figura 19G muestra la proliferacién de linfocitos T activados por proteina de unién triespecifica anti-CD38xanti-
CD28xanti-CD3 con variante lgG4 FALA de Fc, anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-CD3 de referencia o control de
isotipo (proteina de unién triespecifica con variante IgG4 FALA de Fc que tiene dominios de unién mutados).

La figura 20 muestra la proliferacion de linfocitos T activados por proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-
CD28xanti-CD3 con variante IgG4 FALA de Fc, proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con
variante IgG4 FALA de Fc y una mutacién en el dominio de unién a antigeno CD38, CD28 o CD3, o control de isotipo
(proteina de unién triespecifica con variante IgG4 FALA de Fc que tiene tres dominios de unién mutados).

La figura 21 muestra la actividad antitumoral in vivo de la proteina de union triespecifica IgG4 FALA
CD38vH1xCD28supxCD3mid administrada a las dosis indicadas en un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc en
ratones NSG humanizados con PBMC.

La figura 22 muestra la actividad antitumoral in vivo de la proteina de union triespecifica IgG4 FALA
CD38HHy1370xCD28supxCD3mig administrada a las dosis indicadas en un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc
en ratones NSG humanizados con PBMC.

Las figuras 23A y 23B muestran una potente actividad de destruccién tumoral in vitro de células NCI-929-Luc con
proteinas de unién triespecificas CD38vi1 xCD28supx CD3mia y CD381Hv1370xCD28supx CD3mig, ¥ anticuerpo biespecifico
anti-CD38xanti-CD3 de referencia usando los PBMC humanos usados en el estudio in vivo. Se usaron PBMC humanos
de dos ratones NSG humanizados donadores después de 24 h de incubacién con una relaciéon de efector:PBMC de
10:1.

La figura 23C muestra una actividad antitumoral in vivo superior de las proteinas de unién triespecificas
CD38vH1xCD28supxCD3mig ¥y CD38nny1370xCD28supxCD3mig, €n comparacion con el anticuerpo biespecifico anti-
CD38xanti-CD3 de referencia, administradas a las dosis indicadas en un modelo de tumor diseminado NCI-H929-Luc
en ratones NSG humanizados con PBMC. Las proteinas de unién se administraron por inyeccién intraperitoneal (IP)
semanal a 30 pg/kg.

La figura 24A muestra los resultados de un ensayo indicador de luciferasa usando células Jurkat IL2-luc2P
GloResponse™ (Promega) después de estimulacion por CD38vH1/CD28suxCD3mid y sus mutantes KO de un solo sitio
de unién y KO triple a concentracién 10 nM.

La figura 24B muestra la optimizacion del anticuerpo CODV-Fab anti-CD3xCD28. La configuracion 6ptima de a-CD3
y a-CD28 en posiciones alternativas del Fab biespecifico de CODV se evalué por ensayos de liberacién de citocinas
usando PBMC humanos in vitro. Se identific6 CD28 distal x CD3 proximal como colocacion 6ptima en funcién de la
secrecion de IFN-y e IL-2 en el sobrenadante después de 24 horas.

La figura 25 muestra que la regulacion por aumento del miembro Bcl-xL de la familia de Bcl-2 en linfocitos T primarios
inducida por CD38vn1/CD28supxCD3mis €s dependiente de CD28.

La figura 26 muestra que anti-CD28 en el Ab triespecifico proporcionaba sefializacién secundaria esencial para apoyar
la proliferacién primaria de linfocitos T in vitro.

La figura 27 muestra la configuracion del anticuerpo triespecifico, codificado por colores por anticuerpo precursor
(izquierda). Los tonos oscuros (purpura o verde) indican péptidos de la cadena pesada; los tonos claros indican
péptidos de la cadena ligera. También se muestra un modelo de estructura del Ab triespecifico
CD38vr1/CD28supxCD3mis basado en estructuras cristalinas de Fab VH1 anti-CD38 y Fab CD28su,/CD3mis (derecha).

Las figuras 28A y 28B muestran que células de mieloma mdltiple (MM) con alta (RPMI-8226; figura 28A) y baja
(KMS-11; figura 28B) expresion en la superficie de CD38 se lisaron de manera eficaz por PBMC humanos (E:T = 10:1)
incubados con diversas concentraciones del Ab triespecifico. La contribucion a la actividad de destruccion por cada
sitio de unién se demostré mediante mutaciones KO del sitio de unién, como se indica.
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Las figuras 29A-29C muestran que el mutante KO anti-CD28sup del Ab triespecifico present6 una actividad antitumoral
notablemente reducida contra células MM CD38high, CD38mia y CD38ow in vitro. Se muestran ensayos que usan células
RPMI-8226 (figura 29A), U266 (figura 29B) o0 KMS-11 (figura 29C).

La figura 30 muestra que la reduccién de la carga tumoral en los grupos de tratamiento con anticuerpo triespecifico
CD38vH1/CD28supxCD3mig_FALA fue dependiente de la dosis y estadisticamente diferente en un modelo de linea
celular de mieloma maltiple humano diseminado usando un ratén NSG reconstituido con linfocitos T primarios humanos
amplificados in vitro.

Las figuras 31A y 31B muestran analisis de microscopia vital de la citolisis de células de mieloma mediante el Ab
triespecifico CD38 in vitro en presencia de linfocitos T humanos primarios. La fotografia a intervalos regulares de
tiempo de imagenes microscopicas se realizo utilizando un control negativo (triespecifico KO triple; figura 31A) o el
Ab triespecifico CD38/CD28xCD3 (figura 31B) usando PBMC humanos incubados con la linea celular de mieloma
RPMI-8226 marcada con tinte rojo oscuro CellTracker™. Las imagenes presentadas se recogieron después de 24
horas de incubacion. Barra de escala: 50 pm.

La figura 32 muestra mutaciones alternativas en la regién Fc de IgG4 preparadas para analisis en ensayos de unién
al receptor de Fc. Se muestran SEQ ID NO: 111-116 (de la parte superior a la parte inferior, respectivamente).

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

La figura 34 muestra que una proteina de unién triespecifica a CD38 con union minima a FcR redujo la liberacién no
especifica de citocinas por PBMC humanos in vitro. Se analizaron diferentes mutaciones inactivadoras de FCR (como
se indica) para determinar sus efectos proinflamatorios en el isotipo de IgG4 humana. Se incubaron PBMC humanos
en medios (no estimulados) o en presencia de células de mieloma, RPMI-8226 (estimulados), y las barras indican
niveles de IFN-y en el sobrenadante medidos por ELISA.

La figura 35 muestra que una proteina de unién triespecifica a CD38 con unién minima a FcR lisaba células de
mieloma multiple humano con diferentes niveles de expresion de CD38. La citdlisis de las células de mieloma con
IgG4 o las mutaciones de Fc indicadas se evaluo in vitro utilizando PBMC humanos con las dianas de tumor indicadas.

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

Las figuras 37A-37D muestran la caracterizacién de la expansion in vitro del subconjunto de linfocitos T en respuesta
a CD38/CD3xCD28. La evaluacion de la expansién del subconjunto de linfocitos T se realizé recubriendo pocillos con
350 ng/pocillo del Ab triespecifico de CD38 en ausencia de citocinas exégenas. Las poblaciones de linfocitos T se
midieron en los puntos temporales indicados. El Ab triespecifico mutante triple se usé como control negativo. Se us6
citometria de flujo para determinar linfocitos T CD4 de memoria centrales y efectores (figura 37A), linfocitos T
auxiliares (figura 37B), linfocitos T CD8 de memoria centrales y efectores (figura 37C) y células CD8 especificas de
pp65 de CMV (figura 37D) como se describe en el gjemplo 12. El analisis de células efectoras pp65 especificas de
CMV se realiz6 mediante tincion con pentamero de PBMC de donadores HLA-A2 CMV+ tratados con el triespecifico
de CD38 o el control triple negativo.

La figura 38 muestra la contribucién de la expresién de CD28 en las células diana a la susceptibilidad a la citélisis por
CD38/CD3xCD28. CD28 se inactivo en células KMS-11 usando la direccion génica CRISPR/Cas 9 y se us6 como
dianas citoliticas in vitro. En comparacioén con KMS-11 original, la expresién de CD38 se conservé mientras que CD28
se elimind, como se demuestra por citometria de flujo (panel superior, KMS-11 frente a KMS-11 (CD28KO). La citélisis
de las células CD28 KO se examino con el triespecifico WT o CD28 nulo (panel inferior; triespecifico frente a
triespecifico (CD28KO)).

La figura 39 muestra la actividad citolitica del Ab mutante FALA triespecifico CD38/CD28xCD3 contra las lineas
CD38+CD28" indicadas, que incluyen leucemia mielocitica aguda (AML (KG-1)}, un linfoma de linfocitos B (OCI-Ly19),
leucemia linfocitica T aguda (ALL (KOPNB8)) y linfoma linfocitico crénico (CLL(Z-138)).

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

Descripcion detallada

La divulgacién proporciona una proteina de unién que comprende al menos un sitio de unién a antigeno que se une a
un polipéptido CD38.

I. Definiciones generales
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Como se utiliza de acuerdo con la presente divulgacién, se entendera que los siguientes términos, salvo que se indique
de otro modo, tienen los siguientes significados. Salvo que se requiera de otro modo por el contexto, términos en
singular deben incluir pluralidades y términos en plural deben incluir el singular. Como se usa en esta memoria
descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un/o", "una" y "el/la" incluyen los referentes en plural
salvo que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia a "una molécula" incluye

opcionalmente una combinacion de dos 0 méas de dichas moléculas, y similares.

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la presente divulgacién descritos en este documento incluyen

aspectos y realizaciones "que comprenden”, "que consisten en" y "que consisten esencialmente en".

El término "polinucleétido”, como se usa en este documento, se refiere a polimeros de acido nucleico monocatenarios
o bicatenarios de al menos 10 nucleétidos de longitud. En determinadas realizaciones, los nucledtidos que
comprenden el polinucleétido puede ser ribonucleédtidos o desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquier
tipo de nucleétido. Dichas modificaciones incluyen modificaciones de bases, tales como bromuridina, modificaciones
de ribosa, tales como arabinésido y 2',3'-didesoxirribosa, y modificaciones de enlaces internucleotidicos, tales como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato y fosforoamidato.
El término "polinucleétido” incluye especificamente formas monocatenarias y bicatenarias de ADN.

Un "polinucleétido aislado" es un polinucledtido de origen genémico, ADNc o sintético o alguna combinacién de los
mismos, que: (1) no se asocia a todo o una parte de un polinucleétido en el que el polinucleétido aislado se encuentra
en la naturaleza, (2) se une a un polinucleétido con el que no esta unido en la naturaleza, o (3) no se produce en la
naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

Un "polipéptido aislado" es uno que: (1) esta libre de al menos algunos otros polipéptidos con los que se encontraria
normalmente, (2) esta esencialmente libre de otros polipéptidos de la misma fuente, por ejemplo, de la misma especie,
(3) se expresa por una célula de una especie diferente, (4) se ha separado de al menos aproximadamente un 50 por
ciento de polinucleétidos, lipidos, hidratos de carbono u otros materiales con los que esta asociado en la naturaleza,
(5) no esta asociado (por interaccién covalente o no covalente) con partes de un polipéptido con las que el "polipéptido
aislado” esta asociado en la naturaleza, (6) esta asociado de forma funcional (por interacciéon covalente o no covalente)
con un polipéptido con el que no esta asociado en la naturaleza, o (7) no se produce en la naturaleza. Dicho polipéptido
aislado puede estar codificado por ADN genémico, ADNc, ARNm u otro ARN, de origen sintético, o cualquier
combinacion de los mismos. Preferiblemente, el polipéptido aislado esta sustancialmente libre de polipéptidos u otros
contaminantes que se encuentran en su entorno natural que interferirian con su uso (terapéutico, diagndstico,
profilactico, de investigacién o de otro modo).

Los anticuerpos de origen natural comprenden tipicamente un tetramero. Cada uno de dicho tetrdmero estd compuesto
tipicamente por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera”" de longitud
completa (que tiene tipicamente un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" de longitud
completa (que tiene tipicamente un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Las expresiones "cadena
pesada" y "cadena ligera", como se usan en este documento, se refieren a cualquier polipéptido de inmunoglobulina
que tiene secuencia del dominio variable suficiente para conferir especificidad por un antigeno diana. La parte
aminoterminal de cada cadena ligera y pesada incluye normalmente un dominio variable de aproximadamente 100 a
110 0 mas aminoacidos que tipicamente es responsable del reconocimiento de antigeno. La parte carboxiterminal de
cada cadena define tipicamente un dominio constante responsable de la funcién efectora. Por tanto, en un anticuerpo
de origen natural, un polipéptido de inmunoglobulina de la cadena pesada de longitud completa incluye un dominio
variable (Vh) y tres dominios constantes (Chi, Cr2 y Ch3), en donde el dominio VH esta en el extremo aminico del
polipéptido y el dominio Chs esta en el extremo carboxilico, y un polipéptido de inmunoglobulina de la cadena ligera
de longitud completa incluye un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL), en donde el dominio VL esta en el
extremo aminico del polipéptido y el dominio CL esta en el extremo carboxilico.

Las cadenas ligeras humanas se clasifican tipicamente como cadenas ligeras kappa y lambda, y las cadenas pesadas
humanas se clasifican tipicamente como mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como
IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE, respectivamente. IgG tiene varias subclases, incluyendo, aunque sin limitacién, IgG1, 1gG2,
lgG3 e IgG4. IgM tiene varias subclases, incluyendo, aunque sin limitacién, IgM1 e IgM2. IgA esta igualmente
subdividida en subclases que incluyen, aunque sin limitacién, IgA1 e IgA2. Dentro de las cadenas ligeras y pesadas
de longitud completa, los dominios variables y constantes se unen normalmente por una regién "J" de
aproximadamente 12 o0 mas aminoacidos, incluyendo también la cadena pesada una regién "D" de aproximadamente
10 mas aminoécidos. Véase, por ejemplo, FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven Press, 2.2 ed., 1989).
Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada forman tipicamente un sitio de unién a antigeno. Los
dominios variables de anticuerpos que origen natural presentan tipicamente la misma estructura general de regiones
flanqueantes (FR) relativamente conservadas unidas por tres regiones hipervariables, también llamadas regiones
determinantes de la complementariedad o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par estan alineadas tipicamente
por las regiones flanqueantes, lo que puede posibilitar la unién a un epitopo especifico. Del extremo aminico al extremo
carboxilico, los dominios variables tanto de la cadena ligera como de la pesada comprenden tipicamente los dominios
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 579 T3

La expresién "conjunto de CDR" se refiere a un grupo de tres CDR que se producen en una Unica regién variable que
puede unirse al antigeno. Los limites exactos de estas CDR se han definido de forma diferente de acuerdo con
sistemas diferentes. El sistema descrito por Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y (1991)) no solo proporciona un sistema de numeracién de
residuos inequivoco aplicable a cualquier regién variable de un anticuerpo, sino que también proporciona limites
precisos de residuos que definen las tres CDR. Estas CDR pueden denominarse CDR de Kabat. Chothia y
colaboradores (Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-17; Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-83) descubrieron
que determinadas subpartes dentro de las CDR de Kabat adoptaban conformaciones de cadena principal peptidica
casi idénticas, a pesar de tener gran diversidad al nivel de secuencia de aminoacidos. Estas subpartes se denominaron
L1, L2y L30oH1, H2yH3 donde "L"y "H" indican las regiones de la cadena ligera y la cadena pesada, respectivamente.
Estas regiones pueden denominarse CDR de Chothia, que tienen limites que solapan con las CDR de Kabat. Otros
limites que definen las CDR que solapan con las CDR de Kabat se han descrito por Padlan, 1995, FASEB J. 9: 133-
39; MacCallum, 1996, J. Mol. Biol. 262(5): 732-45; y Lefranc, 2003, Dev. Comp. Immunol. 27: 55-77. Todavia otras
definiciones de limites de CDR pueden no seguir estrictamente uno de los sistemas de este documento, pero, no
obstante, solaparan con las CDR de Kabat, aunque pueden estar acortadas o alargadas en vista de la prediccion o
hallazgos experimentales de que residuos o grupos de residuos particulares o incluso CDR completas no afectan
significativamente a la unién al antigeno. Los métodos usados en este documento pueden utilizar CDR definidas de
acuerdo con cualquiera de estos sistemas, aunque determinadas realizaciones usan CDR definidas por Kabat o
Chothia. La identificacién de CDR previstas usando la secuencia de aminoacidos es bien conocida en el campo, tal
como en Martin, A.C. "Protein sequence and structure analysis of antibody variable domains”, en Antibody Engineering,
vol. 2. Kontermann R., Dilbel S., eds. Springer-Verlag, Berlin, pag. 33-51 (2010). La secuencia de aminoéacidos del
dominio variable de la cadena pesada y/o ligera también puede inspeccionarse para identificar las secuencias de las
CDR por otros métodos convencionales, por ejemplo, por comparacién con secuencias de aminoacidos conocidas de
otras regiones variables de la cadena pesada y ligera para determinar las regiones de hipervariabilidad de secuencia.
Las secuencias numeradas pueden alinearse a simple vista o0 empleando un programa de alineacién, tal como uno
del paquete de programas CLUSTAL, como se describe en Thompson, 1994, Nucleic Acids Res. 22: 4673-80. Se usan
convencionalmente modelos moleculares para delinear correctamente las regiones flanqueantes y CDR y corregir de
ese modo las asignaciones basadas en secuencia.

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

El término "Fc", como se usa en este documento, se refiere a una molécula que comprende la secuencia de un
fragmento que no se une a antigeno resultante de la digestién de un anticuerpo o producido por otros medios, ya sea
en forma monomérica o multimérica, y puede contener la regién de bisagra. La fuente de inmunoglobulina original del
Fc natural es preferentemente de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas. Las moléculas de
Fc estan compuestas por polipéptidos monoméricos que se pueden unir en formas diméricas o multiméricas mediante
asociacion covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares
entre subunidades monoméricas de moléculas Fc naturales varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG,
IgA e IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, 1gG3, IgA1, IgA1, IgGA2 e IgG4). Un ejemplo de un Fc es un dimero
unido por disulfuro resultante de digestidn con papaina de una IgG. La expresion "Fc natural", como se usa en este
documento, es genérico para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas.

Un fragmento F(ab) tipicamente incluye una cadena ligera y los dominios V+ y CH1 de una cadena pesada, en donde
la parte de cadena pesada V+-Chi del fragmento F(ab) no puede formar un enlace disulfuro con otro polipéptido de la
cadena pesada. Como se usa en este documento, un fragmento F(ab) también puede incluir una cadena ligera que
contiene dos dominios variables separados por un conector de aminoacidos y una cadena pesada que contiene dos
dominios variables separados por un conector de aminoacidos y un dominio Chs.

Un fragmento F(ab') tipicamente incluye una cadena ligera y una parte de una cadena pesada que contiene mas de
la regién constante (entre los dominios Chi y Che), de manera que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario
entre dos cadenas pesadas para formar una molécula F(ab')z.

La expresion "proteina de unién”, como se usa en este documento, se refiere a una molécula que no es de origen
natural (o es recombinante o estd manipulada) que se une especificamente a al menos un antigeno diana, por ejemplo,
un polipéptido CD38 de la presente divulgacion.

Una molécula "recombinante” es una que se ha preparado, expresado, creado o aislado por medios recombinantes.

Una realizacién de la divulgacién proporciona proteinas de unién que tienen especificidad biolégica e inmunolégica
por entre uno y tres antigenos diana. Otra realizacién de la divulgacién proporciona moléculas de acido nucleico que
comprenden secuencias de nucleétidos que codifican cadenas polipeptidicas que forman dichas proteinas de unién.
Otra realizacion de la divulgacién proporciona vectores de expresion que comprenden moléculas de acido nucleico
que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican cadenas polipeptidicas que forman dichas proteinas de
unién. Otra realizacién mas de la divulgacion proporciona células hospedadoras que expresan dichas proteinas de
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unién (es decir, que comprenden moléculas de acido nucleico o vectores que codifican cadenas polipeptidicas que
forman dichas proteinas de union).

La expresiéon "capacidad de intercambio”, como se usa en este documento, se refiere a la intercambiabilidad de
dominios variables dentro del formato de proteina de unién y con retencion de plegamiento y afinidad de unién final.
"Capacidad de intercambio completo” se refiere a la capacidad de intercambiar el orden de ambos dominios Vhi y Vi
y, por lo tanto, el orden de los dominios Vi1 y VL2, en la cadena polipeptidica de férmula | o la cadena polipeptidica de
formula 1l (es decir, para invertir el orden), mientras se mantiene la funcionalidad completa de la proteina de unién
como se evidencia por la retencién de la afinidad de union. Ademas, debe observarse que las denominaciones Vu y
VL se refieren solo a la localizacién del dominio en una cadena de proteina particular en el formato final. Por ejemplo,
VHi ¥ Vhe podrian derivar de dominios Vi1 y VL2 en anticuerpos precursores y colocados en las posiciones Vhi y Vi
en la proteina de unién. Asimismo, Vi1 y Vi2 podrian derivar de dominios VHi ¥ VH2 en anticuerpos precursores y
colocados en las posiciones Vhi ¥y Vhe en la proteina de unién. Por tanto, las denominaciones Vhy VL se refieren a la
presente localizacién y no a la localizacién original en un anticuerpo precursor. Los dominios VH y VL son, por lo tanto,
"intercambiables".

El término "antigeno" o "antigeno diana" o "diana antigénica", como se usa en este documento, se refiere a una
molécula o una parte de una molécula que puede unirse por una proteina de unién, y adicionalmente puede usarse
en un animal para producir anticuerpos que puedan unirse a un epitopo de ese antigeno. Un antigeno diana puede
tener uno o0 mas epitopos. Con respecto a cada antigeno diana reconocido por una proteina de unién, la proteina de
unién puede competir con un anticuerpo intacto que reconoce el antigeno diana.

"CD38" es el polipéptido del grupo de diferenciacion 38 y es una glucoproteina encontrada en la superficie de muchos
inmunocitos. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se une al dominio extracelular
de uno o mas polipéptidos CD38. Las secuencias polipeptidicas del dominio extracelular de CD38 ejemplares incluyen,
aunque sin limitacién, el dominio extracelular de CD38 humano (por ejemplo, representado por SEQ ID NO: 1) y el
dominio extracelular de CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, representado por SEQ ID NO: 30).

La expresion "acoplador de linfocitos T" se refiere a proteinas de unién dirigidas al sistema inmunitario de un
hospedador, mas especificamente a la actividad citotéxica de linfocitos T, asi como dirigidas a una proteina diana
tumoral.

La expresion "proteina de unién monoespecifica" se refiere a una proteina de unién que se une especificamente a una
diana antigénica.

La expresién "proteina de unién monovalente” se refiere a una proteina de unién que tiene un sitio de unién a antigeno.

La expresién "proteina de unién biespecifica” se refiere a una proteina de unién que se une especificamente a dos
dianas antigénicas diferentes. En algunas realizaciones, una proteina de unién biespecifica se une a dos antigenos
diferentes. En algunas realizaciones, una proteina de unién biespecifica se une a dos epitopos diferentes en el mismo
antigeno.

La expresion "proteina de unién bivalente" se refiere a una proteina de unién que tiene dos sitios de unién.

La expresién "proteina de unidn triespecifica” se refiere a una proteina de unién que se une especificamente a tres
dianas antigénicas diferentes. En algunas realizaciones, una proteina de unién triespecifica se une a tres antigenos
diferentes. En algunas realizaciones, una proteina de unién triespecifica se une a uno, dos o tres epitopos diferentes
en el mismo antigeno.

La expresién "proteina de unién trivalente" se refiere a una proteina de unién que tiene tres sitios de unién. En
realizaciones particulares, la proteina de unién trivalente puede unirse a una diana antigénica. En otras realizaciones,
la proteina de unién trivalente puede unirse a dos dianas antigénicas. En otras realizaciones, la proteina de unién
trivalente puede unirse a tres dianas antigénicas.

Una proteina de unién "aislada" es una que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su
entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con usos de
diagnostico o terapéuticos para la proteina de unién, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos
o no proteinicos. En algunas realizaciones, la proteina de unién se purificara: (1) hasta mas de un 95 % en peso de
anticuerpo como se determina por el método de Lowry, y mucho mas preferiblemente mas de un 99 % en peso, (2)
hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos aminoterminal o interna
por uso de un secuenciador de cubeta giratoria, o (3) hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras
0 no reductoras usando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. Las proteinas de unién aisladas
incluyen la proteina de unién in situ dentro de células recombinantes, ya que al menos un componente del entorno
natural de la proteina de union no estara presente.
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Las expresiones "sustancialmente puro" o "sustancialmente purificado”, como se usan este documento, se refieren a
un compuesto o0 especie que es la especie predominante presente (es decir, en una base molar es mas abundante
que cualquier otra especie individual en la composicién). En algunas realizaciones, una fraccién sustancialmente
purificada es una composicién en donde la especie comprende al menos aproximadamente un 50 % (en términos
molares) de todas las especies macromoleculares presentes. En otras realizaciones, una composicion
sustancialmente pura comprenderd mas de aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 % de todas las
especies macromolares presentes en la composicion. En otras realizaciones mas, la especie se purifica hasta
homogeneidad esencial (no se pueden detectar especies contaminantes en la composicién por métodos de deteccién
convencionales) en donde la composicién consiste esencialmente en una sola especie macromolecular.

El término "epitopo” incluye cualquier determinante, preferentemente un determinante polipeptidico, que puede unirse
especificamente a una inmunoglobulina o receptor de linfocitos T. En determinadas realizaciones, los determinantes
epitoépicos incluyen agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos, cadenas
laterales glucidicas, grupos fosforilo 0 grupos sulfonilo y, en determinadas realizaciones, pueden tener caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una regién de un
antigeno que se une por un anticuerpo o proteina de unién. En determinadas realizaciones, se dice que una proteina
de unién se une especificamente a un antigeno cuando reconoce preferentemente su antigeno diana en una mezcla
compleja de proteinas y/o macromoléculas. En algunas realizaciones, se dice que una proteina de unién se une
especificamente a un antigeno cuando la constante de disociacion en equilibrio es <10 M, mas preferiblemente
cuando la constante de disociacion en equilibrio es <10° M y mucho mas preferiblemente cuando la constante de
disociacion es <1010 M.

La constante de disociacién (Kp) de una proteina de unién puede determinarse, por ejemplo, por resonancia de
plasmones superficiales. En general, el andlisis por resonancia de plasmones superficiales mide interacciones de
unién instantaneas entre ligando (un antigeno diana en una matriz de biosensor) y analito (una proteina de unién en
solucidén) por resonancia de plasmones superficiales (SPR) usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor,
Piscataway, NJ). El analisis de plasmones superficiales también puede realizarse inmovilizando el analito (proteina de
unién en una matriz de biosensor) y presentando el ligando (antigeno diana). El término "Kp", como se usa en este
documento, se refiere a la constante de disociacion de la interacciéon entre una proteina de unioén particular y un
antigeno diana.

La expresion "se une a", como se usa en este documento en referencia a una proteina de unién, se refiere a la
capacidad de una proteina de unién o un fragmento de unién a antigeno de la misma de unirse a un antigeno que
contiene un epitopo con una Kd de al menos aproximadamente 1 x 106 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M, 1 x 10"
0M, 1 x 10" M, 1 x 1072 M 0 mas, y/o de unirse a un epitopo con una afinidad que es al menos dos veces mayor
que su afinidad por un antigeno no especifico. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente
divulgacién se une a dos o mas antigenos, por ejemplo, un polipéptido CD38 humano y de macaco cangrejero.

En algunas realizaciones, un dominio de unién a antigeno y/o proteina de unién de la presente divulgacion "reacciona
de forma cruzada" con polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero, por ejemplo, dominios extracelulares de
CD38, tales como SEQ ID NO: 1 (isoforma A de CD38 humano), SEQ ID NO: 105 (isoforma E de CD38 humano) y
SEQ ID NO: 30 (CD38 de macaco cangrejero). La unién de una proteina de unién al antigeno 1 (Ag1) tiene "reactividad
cruzada" con el antigeno 2 (Ag2) cuando las CEsg estan en un intervalo similar para ambos antigenos. En la presente
solicitud, la unién de una proteina de unién a Ag1 tiene reactividad cruzada con Ag2 cuando la relacién de afinidad de
Ag2 a la afinidad de Ag1 es igual o menor de 10 (por ejemplo, 5, 2, 1 0 0,5), midiéndose las afinidades con el mismo
método para ambos antigenos.

La unién de una proteina de union a Ag1 es "no reactiva de forma cruzada significativamente" a Ag2 cuando las
afinidades son muy diferentes para los dos antigenos. La afinidad por Ag2 puede no ser medible si la respuesta de
unién es demasiado baja. En la presente solicitud, la unién de una proteina de unién a Ag1 no es reactiva de forma
cruzada significativamente con Ag2, cuando la respuesta de union de la proteina de unién a Ag2 es menor de un 5 %
de la respuesta de union de la misma proteina de unién a Ag1 en el mismo entorno experimental y en la misma
concentracién de anticuerpo. En la préctica, la concentraciéon de la proteina de unién usada puede ser la CE50 o la
concentracion necesaria para alcanzar la meseta de saturacién obtenida con Ag1.

El término "conector", como se usa en este documento, se refiere a uno 0 mas residuos aminoacidicos insertados
entre dominios de inmunoglobulina para proporcionar movilidad suficiente para que los dominios de las cadenas ligeras
y pesadas se plieguen en las inmunoglobulinas de regién variable doble cruzada. Un conector se inserta en la
transicién entre dominios variables o entre dominios variables y constantes, respectivamente, a nivel de secuencia. La
transicién entre dominios puede identificarse debido a que se entiende bien el tamafio aproximado de los dominios de
inmunoglobulina. La localizacién precisa de una transicién de dominio puede determinarse localizando tramos
peptidicos que no forman elementos estructurales secundarios, tales como laminas beta o hélices alfa, como se
demuestra por datos experimentales o como puede suponerse por técnicas de modelado o prediccién de estructuras
secundarias. Los conectores descritos en este documento se denominan L1, que se localiza en la cadena ligera entre
el extremo C del dominio VL2 y el extremo N del dominio Vi1; y L2, que se localiza en la cadena ligera entre el extremo
C del dominio VL1 y el extremo N del dominio CL. Los conectores de cadena pesada se conocen como L3, que se
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localiza entre el extremo C del dominio Vh1 y el extremo N del dominio Vhz; y L4, que se localiza entre el extremo C del
dominio Viz y el extremo N del dominio Chi.

El término "vector", como se usa en este documento, se refiere a cualquier molécula (por ejemplo, acido nucleico,
plasmido o virus) que se usa para transferir informacién codificante a una célula hospedadora. El término "vector”
incluye una molécula de acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector
es un "plasmido", que se refiere a una molécula de ADN bicatenario circular en la que pueden insertarse segmentos
de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en donde pueden insertarse segmentos de ADN adicionales
en el genoma virico. Determinados vectores pueden replicarse de forma autbnoma en una célula hospedadora en que
se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episémicos
de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episémicos de mamifero) pueden integrarse en el genoma de
la célula hospedadora tras la introduccion en la célula hospedadora, y de este modo se replican junto con el genoma
del hospedador. Ademas, determinados vectores pueden dirigir la expresiéon de genes a los que estan unidos de forma
funcional. Dichos vectores se denominan en este documento "vectores de expresién recombinante” (o0 simplemente
"vectores de expresion"). En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante a menudo
estan en forma de plasmidos. Los términos "plasmido" y "vector" pueden usarse indistintamente en este documento,
ya que un plasmido es la forma mas habitualmente usada de vector. Sin embargo, la divulgacién pretende incluir otras
de estas formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus de replicacion
defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados), que cumplen funciones equivalentes.

La expresién "célula hospedadora recombinante” (o "célula hospedadora”}), como se usa en este documento, se refiere
a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante. Una célula hospedadora recombinante
o célula hospedadora pretende referirse no solo a la célula en cuestién particular, sino también a la descendencia de
dicha célula. Como pueden producirse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutacion
o influencias ambientales, dicha descendencia puede no ser, de hecho, idéntica a la célula progenitora, pero dichas
células aun se incluyen dentro del alcance de la expresién "célula hospedadora" como se usa en este documento.
Puede usarse una amplia variedad de sistemas de expresion de células hospedadoras para expresar las proteinas de
unién, incluyendo sistemas de expresién bacterianos, de levadura, baculoviricos y de mamifero (asi como sistemas
de expresién por presentacién en fagos). Un ejemplo de un vector de expresién bacteriano adecuado es pUC19. Para
expresar una proteina de unién de forma recombinante, una célula hospedadora se transforma o transfecta con uno o
mas vectores de expresién recombinantes que portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas polipeptidicas de
la proteina de unién, de modo que las cadenas polipeptidicas se expresan en la célula hospedadora y, preferiblemente,
se secretan en el medio en que las células hospedadoras se cultivan, de cuyo medio puede recuperarse la proteina
de unioén.

El término "transformacién”, como se usa en este documento, se refiere a un cambio en las caracteristicas genética
de una célula, y una célula se ha transformado cuando se ha modificado para que contenga un nuevo ADN. Por
ejemplo, una célula se transforma cuando se modifica genéticamente de su estado natural. Tras la transformacién, el
ADN transformante puede recombinarse con el de la célula por integracion fisica en un cromosoma de la célula, o
puede mantenerse ftransitoriamente como un elemento episémico sin replicarse, o puede replicarse
independientemente como un plasmido. Se considera que una célula se ha transformado establemente cuando el ADN
se replica con la division de la célula. El término "transfeccién”, como se usa en este documento, se refiere a la
captacién de ADN extrafio o exdgeno por una célula, y una célula se ha "transfectado” cuando el ADN exbégeno se ha
introducido en el interior de la membrana celular. Se conocen bien en la técnica varias técnicas de transfeccién. Dichas
técnicas pueden usarse para introducir una o mas moléculas de ADN exégeno en células hospedadoras adecuadas.

La expresioén "de origen natural", como se usa en este documento y se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que
el objeto puede encontrarse en la naturaleza y no se ha manipulado por el ser humano. Por ejemplo, un polinucleétido
o polipéptido que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza
y que no se ha modificado intencionadamente por el ser humano es de origen natural. Asimismo, "de origen no natural",
como se usa en este documento, se refiere a un objeto que no se encuentra en la naturaleza o que se ha modificado
estructuralmente o se ha sintetizado por el ser humano.

Como se usa en este documento, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Estereocisdémeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales; aminoacidos
no naturales y analogos, tales como aminoacidos a-,a-disustituidos, N-alquil-aminoacidos, acido lactico y otros
aminoacidos no convencionales, también pueden ser componentes adecuados para las cadenas polipeptidicas de las
proteinas de union. Ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, -
N,N,N-trimetil-lisina, e-N-acetil-Isina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina,
o-N-metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacién de
polipéptidos usada en este documento, la direccién a mano izquierda es la direccion del exiremo aminico y la direccién
a mano derecha es la direccién del extremo carboxilico, de acuerdo con el uso y las convenciones habituales.

Los residuos de origen natural pueden dividirse en clases basadas en propiedades comunes de la cadena lateral:

(1) hidrofobos: Met, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Tyr, Pro;
(2) hidrofilos polares: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr;
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) alifaticos: Ala, Gly, lle, Leu, Val, Pro;

) hidréfobos alifaticos: Ala, lle, Leu, Val, Pro;

} hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

) acidos: Asp, Glu;

) basicos: His, Lys, Arg;

) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;
) aromaticos: His, Trp, Tyr, Phe; y

0

3
4
5
6
7
8
9
10) hidréfobos aromaticos: Phe, Trp, Tyr.

(
(
(
(
(
(
(
(

Sustituciones aminoacidicas conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases con
otro miembro de la misma clase. Sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una
de estas clases con un miembro de otra clase.

Un experto sera capaz de determinar variantes adecuadas de las cadenas polipeptidicas de las proteinas de unién
usando técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un experto en la materia puede identificar zonas adecuadas de una
cadena polipeptidica que pueden cambiarse sin destruir la actividad al dirigirse a regiones que no se cree que sean
importantes para la actividad. Como alternativa, un experto en la materia puede identificar residuos y partes de las
moléculas que estan conservadas entre polipéptidos similares. Ademas, incluso zonas que pueden ser importantes
para la actividad biolégica o para la estructura se pueden someter a sustituciones aminoacidicas conservativas sin
destruir la actividad biolégica o sin afectar adversamente a la estructura del polipéptido.

El término "paciente”, como se usa en este documento, incluye sujetos humanos y animales (por ejemplo, mamiferos,
tales como perros, cerdos, caballos, gatos, vacas, etc.).

Los términos "tratamiento" o "tratar", como se usan en este documento, se refieren tanto al tratamiento terapéutico
como al profilactico o medidas preventivas. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos que tiene un
trastorno, asi como los propensos a tener el trastorno o aquellos en los que se tiene que prevenir el trastorno. En
realizaciones particulares, las proteinas de unién pueden usarse para tratar a seres humanos con cancer, o0 seres
humanos susceptibles al cancer, o para mejorar el cancer en un sujeto humano. Las proteinas de unién también
pueden usarse para prevenir el cancer en un paciente humano. En realizaciones particulares, el cancer es mieloma
multiple, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena aguda, linfoma, cancer de
mama tal como cancer de mama Her2+, cancer de préstata, linfoma de linfocitos B centrales germinales o leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos B.

Las expresiones "composicion farmacéutica” o "composicion terapéutica", como se usan en este documento, se
refieren a un compuesto o composicién que puede inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra
apropiadamente a un paciente.

La expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo fisiolégicamente aceptable", como se usa este
documento, se refiere a uno o mas materiales de formulacién adecuados para llevar a cabo o potenciar la
administracién de una proteina de unién.

Las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz", cuando se usan en referencia a una
composicién farmacéutica que comprende una 0 mas proteinas de unién, se refieren a una cantidad o dosis suficiente
para producir un resultado terapéutico deseado. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz es una
cantidad de una proteina de unién suficiente para inhibir, durante un cierto periodo de tiempo, uno o mas de los
procesos patolégicos clinicamente definidos asociados a la afeccién que se esta tratando. La cantidad eficaz puede
variar dependiendo de la proteina de unién especifica que se esté usando, y también depende de una variedad de
factores y condiciones relacionadas con el paciente que se esté tratando y la gravedad del trastorno. Por ejemplo, si
la proteina de unién se va a administrar in vivo, factores tales como la edad, el peso y la salud del paciente, asi como
las curvas de respuesta a la dosis y los datos de toxicidad obtenidos en trabajo preclinico en animales, estarian entre
los factores considerados. La determinacion de una cantidad eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién farmacéutica dada esta perfectamente dentro de la capacidad de los expertos en la materia.

Una realizacién de la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de unién.

1. Proteinas de union anti-CD38

Determinados aspectos de la presente divulgacién se refieren a proteinas de unién que comprenden un sitio de unién
a antigeno que se une a un polipéptido CD38 (por ejemplo, polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero). En
algunas realizaciones, las proteinas de unién son monoespecificas y/o monovalentes, o biespecificas y/o bivalentes.
En este documento se describe una diversidad de rasgos caracteristicos de proteinas de unién monoespecificas o

biespecificas ejemplares. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteina de unién o fragmento de unién a
antigeno de la misma reacciona de forma cruzada con CD38 humano (por ejemplo, un polipéptido CD38 humano de
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isoforma A y/o isoforma E) y CD38 de macaco cangrejero. En algunas realizaciones, una proteina de unién induce la
apoptosis de una célula CD38+. En algunas realizaciones, una proteina de unién recluta un linfocito T hacia una célula
CD38+ y opcionalmente activa el linfocito T (por ejemplo, a través de la estimulacién y/o coestimulacion de TCR).

En algunas realizaciones, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende: un dominio
variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL)
que comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de ESVDSYGNGF
QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS
(SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID
NQ: 36). En algunas realizaciones, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende:
un dominio variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de la cadena ligera de
anticuerpo (VL) que comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de amino&cidos de
QSVSSYGQG (SEQ ID NO: 132), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS
(SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID
NO: 36).

En algunas realizaciones, las proteinas de unidon comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende: un dominio
variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL)
que comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID
NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de LAS GAS (SEQ ID NO: 40) y una
secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

En otras realizaciones, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende: un dominio
variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL)
que comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID
NQO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una
secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas
realizaciones, las proteinas de unién comprenden un sitio de unién a antigeno que comprende: un dominio variable
de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ARTGGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende
una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

En algunas realizaciones, el dominio VH comprende la secuencia, del extremo N al extremo C, FR1-CDR-H1-FR2-
CDR-H2-FR3-CDR-H3-FR4; donde FR1 comprende la secuencia QVAQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO:
86), QVAQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87) o QVAQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO:
88); donde FR2 comprende la secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); donde FR3 comprende la secuencia NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC (SEQ
ID NO: 93) o NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y donde FR4 comprende la
secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96).

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

Ab . CDR_H1 . CDR_H2 . CDR_H3 .CDR_L1 'CDR_L2 CDR_L3

‘mAb1  (no (GYTFTSFN {IYPGNGGT ARTGGLRRAYFTY ESVDSYGNGF LAS . QQNKEDPWT
forma parte de | (SEQ ID {(SEQ ID (SEQIDNO:33)  {(SEQID NO:34) {(SEQ ID (SEQID NO:36) |
la presente i NO:31) iNO:32) INO:35) | :
finvencién) !
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Ab . CDR_H1 . CDR_H2 :CDR_H3 CDR_LA1 CDR_L2 CDR_L3 _
‘mAb2 'GYTFTSYA {IYPGQGGT ARTGGLRRAYFTY QSVSSYGQGF :GAS . QQNKEDPWT
{(SEQ IDi(SEQ ID {(SEQ ID NO:33) (SEQ ID NO:39) i(SEQ ID {(SEQID NO:36) :
5 1NO:37) 1NO:38) f INO:40) |
‘MAb3  (no GYTFTSFN (IYPGNGGT ARTGGLRRAYFTY (ESVDSYGNGF iLAS | QQNKEDPWT
forma parte de | (SEQ ID {(SEQ ID | (SEQ ID NO:33) (SEQID NO:34) i(SEQ ID {(SEQID NO:36) !
la  presente iNO:31) INO:32) INO:35) ¢
iinvencic')n) _ :
‘mAb4  (no GYTFTSFN IYPGNGGT iARTGGLRRAYFTY (ESVDSYGNGF :LAS ' QQNKEDPWT
forma parte de | (SEQ ID {(SEQ ID {(SEQ ID NO:33) (SEQ ID NO:34) i(SEQ ID {(SEQID NO:36) :
ila  presente iNO:31) INO:32) : iNO:35)
finvencion) i 5
‘MAb5  (no (GYTFTSFN IYPGNGGT ARTGGLRRAYFTY ESVDSYGNGF :LAS . QQNKEDPWT
forma parte de { (SEQ ID {(SEQ ID {(SEQ ID NO:33) (SEQ ID NO:34) {(SEQ ID {(SEQID NO:36)
ila presente  NO:31) iNO:32) : INO:35) |
finvencion) 5 : :
‘mAb6  (no iGFTFSSYG :(IWYDGSNK :ARMFRGAFDY QGIRND (SEQ :AAS LQDYIYYPT
forma parte de | (SEQ ID i{(SEQ ID | (SEQ ID NO:43) ID NO:44) {(SEQ ID {(SEQID NO:46) ;
lla  presente iNO:41) INO:42) : NO:45) :
iinvencic')n) ] ]

Tabla H. Secuencias del dominio variable de anti-CD38 (mAb1-7) y otras proteinas de union.

Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

mADb1 (no forma parte de la
presente invencion)

QVOQLOQOSGAELVRSGASYKMSCK
ASGYTETSENMHWVKETPGQGLE
WIGYIYPGNGGTNYNQKFRKGKAT
LTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARTGGLRRAYFTYWGOQGTLY
TVSS (SEQ ID NO:S

DIVLTQSPASLAVSLGORATISC
RASESYVDSYGNGFMHWYQQK

PGOPPKLLIYLASNLESGVPARF
SGESGSRTDFTLTIDFVEADDAA

TYYCQONKEDPWTFGGGTKL

EIK (SEQ ID NO:6

mAb2

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCK
ASGYTFTSYAMHWVKEAPGQRLE
WIGYIYPGOGGINYNOQKFQGRAT
LTADTSASTAYMELSSLRSEDTAV
YFCARTGGLRRAYFTYWGQGTL
VTVSS (SEQ 1D NO:13)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCR
ASQSVSSYGOGEMHW YQQKP
GQPPRLLIVGASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFILTISPLEP
EDFAVYYCQONKEDPWTFGG
GTKLEIK (SEQ ID NO: 14)

mADb3 (no forma parte de la
presente invencion)

QVOLVOSGAEVVKPGASYVKVECK
ASGY TETSENMHWVKEAPGQORLE
WIGYIYPGNGGTNYNQKFQGRAT
LTADTSASTAYMELSSLRSEDTAY
YRCARTGGLRRAYFTYWGQGTL

VTVSS (SEQ ID NO:17)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCR
ASESVDSYGNGFMHWYQQKP
GQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEP
EDFAVY YCQONKEDPWTFGG
GTKLEIK (SEQ ID NO:138)
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Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

mAb4 (no forma parte de la
presente invencion)

QVOLVQSGAEVVKSGASVKVSCK
ASGYTETSENMEHWVKEAPGQGLE
WIGYIYPGNGGTNYNQKFQGRAT
LTADTSASTAYMEISSLRSEDTAV
YFCARTGGLRRAYIFTYWOGQGTL
VTVSS (SEQ ID NO:21)y

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCR
ASESVDSYGNGEMHWYQQKP
GOPPRLELIVLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFILTISPLEP
EDFAVYYCQONKEDPWTFGG
GTKLEIK (SEQ ID NG:18)

mADbS5 (no forma parte de la
presente invencion)

QVOLVQSGAEVVKPGASVKMSCK
ASGYTETSFNMAWVKEAPGORLE
WIGYIYPGNGGTNYNQKFQGRAT
LTADTSASTAYMEISSLRSEDTAV
YFCARTGGLRRAYFTYWGQGTL
VTVSS (SEQ 1D NO23)

DIVLTOSPATLSLSPGERATISCR
ASESVDSYGNGFMHWYQQKP
GQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEP
EDFAVY YCQONKEDPWTIFGG
GTKLEIK (SEQ ID NO:18)

mADbB (no forma parte de la
presente invencion)

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGETESSYGCMHWYRQAPGKGLE
WVAVIWYDGSNKYYADSVKGRE
TISGDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTA
VYYCARMFPRGAFDYWGQGTLYT
VSS{SEQ ID NO:9)

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASQGIRNDLGWYQOKPGKAP
KLLIY AASSLQSGVPSRFSGSGS
GTDRTLTISGLQPEDSATY YCL

DYIYYPTFGQGTKVEIK (SEQ
D NO:10)

mADb7 (no forma parte de la
presente invencion)

QVOLVQSGAEVAKPGTSVKLSCK
ASGYTFTDYWMOWVKORPGOGL

EWIGTIYPGDGDTGYAQKFQGKAT

LTADKSSKTVYMHLSSLASEDSAY

YYCARGDYYGSNSLDYWGQGTSY

TVSS(SEQ ID NOG4T)

DIVMTOSHLSMSTSLGDPVSITC
KASODVSTVVAWYQOKPGQSP
RRLIYSASYRYIGVPDRFTGSGA
GTDFTETISSVQAEDLAVYYCQ
QHYSPPYTFGGGTKLEIK iSEQ
1D NO:48)

Anti-CD28sup (N0 forma
parte de la presente
invencién)

OVQLVOSGAEVVKPGASVYKVSCK
ASGYTETSYYIHWVRQAPGQGLE
WIGSIYPGNYNTNYAQKFQGRAT
LTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAY

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC
QASONIYVWINWYQOKPGKA
PKLLIYEKASNLHTGVPSRESGSG
SGTDFTLTISSLQPEDIATYYCQ

YYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTT
VTVSS (SEQ ID NO:49)

QGOTYPYTFGQGTKLEIK (SEQ
ID NO:50)
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VH (proteina)

VL (proteina)

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTV
SGESLSDYGVHWVRQPPGKGLEW
LGVIWAGGGTNYNPSLKSRKTISK
DTSKNQVSLKLSSVTAADTAVYY
CARDKGYSYYYSMDYWGQGTTV
TVSS (SEQ ID NO:51)

DIVLTQSPASLAVSPGQRATITC
RASESYEYYVTSLMOWYQQKP
GOQPPKLLIFAASNVESGVPARFS
GSGSGTDFTLTINPVEANDVAN
YYCQOSRKVPYTRGOQGTKLEL
K {SEQ 1D NO:52)

Ab

Anti-CD28cvn (N0 forma
parte de la presente
invencién)

Anti-CD3mia (no  forma
parte de la presente
invencién)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGETETKAWMHWVRQAPGKQL
EWVAQIKBDKSNSYATYYADSVKG
RFTISRDDSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCRGVYYALSPEFDYWGQG
TLVTVSS (8EQ TD NO:53)

DIVMTQTPLSLSVTPGOPASISC
KSSOSLVHNNANTYLSWYLOK
PGOQSPQSLIYKVSNRFSGVPDRF
SGSGSGTDFTLRISRVEAEDVG
VYYCGQGTOYPFTRGSGTKVE
TK (SEQ 1D NO:54)

Anti-CD3jow (no forma parte
de la presente invencién)

QVQLVESGGGYVQPGRSLRLSCA
ASGETFTERAWMHWYVRQAPGKGL
EWVAQIKDKSNSYATYYADSVKG
RETISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCRGYYYALSPEDYWGQG
TLYTVSES (SEQ 1D N(:84)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISC
KSSOSLVHNNGNTYLSWYLOQK
PGOSPQLLIY KVSNRESGVPDRE
SGSGSGTDFTLKISRVEAEDVG
VYYCGOGTOYPFTFGGGTKYE
TK (SEQ ID NO:85)

Nota: Las secuencias de CDR estan en negrita y subrayadas en las secuencias de aminoacidos anteriores.
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Tabla |I. Secuencias de longitud completa de proteinas de unién.

| 19G4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de lgG4(ojal) FALA
CD28supxCD3mid

(por ejemplo, una segunda cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)
(no forma parte de la presente invencion)

QVOLVQSGAEVVKPOASVKVSCKASGYTF
TSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSTYPGNVNTN
YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD
DTAVYYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTTVT
VESSOVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG
FIFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK
SNSYATYYADSYKGRFTISRDDSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPEDYWG
QGTLVYTVSSRTASTKGPSVFPLAPCSRSTSE
STAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGY
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY
TCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPA
PEAAGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCY
VVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQENSTYRVVSVUTVLHQDWENGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCT
LPPSQEEMTRNQVSLSCAVKGEFYPSDIAVE
WESNGUPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKL
TVDKSRWQEGNVESCSVMHEALENHYTQ
KSLSLALG

SEQID NO:
60

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid

(por ejemplo, una primera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)
(no forma parte de la presente invencion)

DIVMTQTPLSLS VTPGOPASISCKSSOSLVI
NNANTYLSWYLOKPGOSPQSLIYKVSNRES
GVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVOVY
YCGQGTQYPFTFGSGTKVEIKGQOPKAAPDI
OMTQSPSSLSASVODRVTITCOASONIY VW
LNWYQOKPGKAPKLLUIYKASNLHTGVPSRE
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDIATY YCQQGQT
YPYTFGQGTKLEIKTKGPSRTV AAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLISTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSE
NRGEC

SEQID NO:
61
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de lgG4(botén) FALA
mAb2

(por ejemplo, una tercera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente

divulgacién) (no forma parte de la
presente invencion)

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF

TSYAMHWVKEAPGOQRLEWIGYIYPGQGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFIYWGQGTLVT
YSSASTKOPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCL

VEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSCGLYSLESSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKP

SNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPS
VELEPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQED
PEVOFNWY VDGV EVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWEINGKEYKCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCQEEM
TENQVSLWCLVKGFYPIDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QEGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLG

SEQID NO:
62

Cadena ligera 2 de mAb2

(por ejemplo, una cuarta cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASQSVASY
GQGFMHWYQRKPGOPPRLLIYGASSRATGE
PARFSGSGSGIDFTLTISPLEPEDEAVYYCQ
ONKEDPWTFGOGTKLEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYERKHKVYACEVTHQGLSSPVTRSF
NRGEC

SEQID NO:
63 (no
forma
parte de la
presente
invencion)

lgG1 LALA P329A MAb2xCD28supxCD3m

id

Cadena pesada 1 de IgG1 (ojal) LALA
P329A CD28supxCD3mid

SEQID NO:
64 (no
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

(por ejemplo, una segunda cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)

OVOLVQSGAEVVRPGASYRVSCKASGY TR
TSYYTHWVRQAPGOGLEWIGSTYPGNVNTN
YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD
DTAVYYCTRSHYGLDWNFDYVWGKGTTVT
VSSSQVQLVESGGGY VQPGRSLRLSCAASG
FTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK
SNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPFDYWG
QGTLVTVSSRTASTKGPSVEPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK THTCP
PCPAPEAAGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKAKGQPRE
PQVCTLPPSRDELTENQVSLSCAVKGFYPS
DIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

forma
parte de la
presente
invencion)

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid

(por ejemplo, una primera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)
(no forma parte de la presente invencion)

Véase anteriormente.

SEQID NO:
61 (no
forma
parte de la
presente
invencion)

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) LALA
P329A mAb2

(por ejemplo, una tercera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)
(no forma parte de la presente invencion)

QVQLVQSGALEVVKPGASVKVSCKASGYTE
TSYAMHWVEKEAPGORLEWIGYIYPGQGGT
NYNOQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYPCARTGGERRAYFIYWGQGTLVT
VSSASTRGPSVEPLAPSSKSTSGOTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLE
SSGLYSLASVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKOTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSN
KALAAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PG

SEQID NO:
65

Cadena ligera 2 de mAb2

(por ejemplo, una cuarta cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion)
(no forma parte de la presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQID NO:
63
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1(ojal) NNSA
CD28supxCD3mid
(por ejemplo, una segunda cadena

polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

QVQLVOSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF
TSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIYPGNVNTN
YAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSD
DTAVYYCTRSHYGLDWNFDVWGKGTTVT
VSSSOVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASG
FTFTRAWMHWVRQAPGKQLEWVAQIKDK
SNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCRGVYYALSPEDYWG

QGTLVTYSSRTASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVS WNSGALTSG

VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCDK THTCP

PCPAPELLGGPSVFLRPPKPKDTLMISRTPEY
TCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNA
KTKPREEQYNNASRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VOTLPPSRDELTRKNQVSLSCAVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVS
KLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPG

SEQ
ID

66

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid
(por ejemplo, una primera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencion)

Véase anteriormente.

SEQ
ID
NO:
61
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) NNSA mAb2 SEQ
(por ejemplo, una tercera cadena ID
polipeptidica de una proteina de unién | QVQLYVOSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTF NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no TSYAMHW VKEAPGORLEWIGYIYPGQGGT 67
forma parte de la presente invencién) e e et ey e
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VEKDRYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTRPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDOVEVHNAKTKPREEQY
NNASRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFRFLYSKLITVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPG
Cadena ligera 2 de CD38VH1 Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, una cuarta cadena polipeptidica ID
de una proteina de unién triespecifica de la NO:
presente divulgacién) (no forma parte de la 63
presente invencién)
1gG4 FALA mAb6xCD28supxCD3mid
Cadena pesada 1 de IgG4(ojal) FALA | Véase anteriormente. SEQ
CD28supxCD3mid ID
(por ejemplo, una segunda cadena NO:
polipeptidica de una proteina de unién 60
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencion)
Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, una primera cadena ID
polipeptidica de una proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 61

forma parte de la presente invencion)

25




ES 2986 579 T3

1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG4(botén) FALA mAb6
(por ejemplo, una tercera cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

QVQLVESGOGGVVQPGRSLRLSCAASGETES
SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNK
YYADSVKGREFTISGDNSKNTLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARMFRGAFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVYVTVPSSSLGTKTYTOCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEL
FPPRKPKDTEMISRTPEVICVVVDVSQEDPEV
QENWY VDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRV
VSVLTVLHQDWELNGKEYKCKYSNKGLPSS
EXTISKAKGOPREPOVYTLPPCOEEMTKNQ
VELWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDOGSFELYSKLTVDKSRWOQEGN
VESCSYMHEALHNHYTOQRKSLSLSLG

SEQ
ID
NO:
68

Ligera 2 de mAb6

(por ejemplo, una cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencion)

AIQMTOQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRN
DLOWYQOKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISGLOPEDSATYYCLQDY
IYYPTFGOGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNA
LOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRGHE
C

SEQ
ID

69

| 19G1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1 (ojal) LALA P329A
CD28supxCD3mid

(por ejemplo, una segunda cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQ

NO:
64

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid

(por ejemplo, una primera cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQ

NO:
61
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IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) LALA P329A
mAb6

(por ejemplo, una tercera cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencion)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLICAASGFTES
SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNK
YYADSVKGRFTISGDNSKNTLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARMFRGAFDYWGOGTLVTVSS
ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGP
SVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCY VVDYSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALAAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRIE
LTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG(
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

SEQ
ID
NO:
70

Ligera 2 de mAb6

(por ejemplo, una cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQ
ID
NO:
69

| 19G1 NNSA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1(ojal) NNSA
CD28supxCD3mid
(por ejemplo, una segunda cadena

polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencion)

Véase anteriormente.

SEQ

NO:
66

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid (por
ejemplo, una primera cadena polipeptidica de
una proteina de unién ftriespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQ

NO:
61
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IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) NNSA mAb6
(por ejemplo, una tercera cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencion)

QVOQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTES
SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNK
YYADSVKGRFTISGDNSKNTLYLOMNSERA
EDTAVYYCARMFRGAFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLAQSS
GLYSLSSVVTVPRSSSLGTQTYICKNVYNHKPSN
TRKVYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
NASRVVSVLTVLHQDWLNGKEYRCKYSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVYSLWCLVKGPFYPSDHAVEWESNG
QPENNYKTTFPYLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQONVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PG

SEQ
ID
NO:
71

Ligera 2 de mAb6

(por ejemplo, una cuarta cadena polipeptidica
de una proteina de unién triespecifica de la
presente divulgacién) (no forma parte de la
presente invencién)

Véase anteriormente.

SEQ
ID
NO:
69

Anticuerpo monovalente mAb1

Cadena pesada de mAb1

G

OVQLQQSGAELVRSGASVKMECKASGYTF
TSENMHWVKETPGQGLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFKGKATLTADTSSSTAYMOISSLTS
EDSAVYFCARTGGLRRAYFTYWGQGTLYT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VEKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVYNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLA
GPDVELFPPRPEKDTLMISRTPEVICYVVYDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSN
KALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTENQVSLTCLYRKGEFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WOQOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

SEQID NO: 7
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Anticuerpo monovalente mAb1

Cadena ligera de mAb1

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDS
YONGFMHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLES
GVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDAATY
YCQONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVE
IFPPSPEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQOLSSPVTK
SENRGEC

SEQID NO: 8

Anticuerpo monovalente mAb2

Cadena pesada de mAb2

QVOLVOSGAEVVKPOASVKVSCKASGYTE
TSYAMHWVKEAPGQRLEWIGYTYPGQGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFTYWQQUTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLA
GPDVELEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NESTYRVVSVLTVLHQDWENGKEYKCKVSN
KALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTERNQVILTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQOUOGNVESCSYMHEALHNHYTQRSLSLSP
G

SEQID NO: 15

Cadena ligera de mAb2

DIVLTQSPATLSLSPGERATISCRASQSVSSY
GQOGPMHWYQQKPGQPPRLLIYGASSRAT
GIPARFSGSGSGTODFTLTISPLEPEDFAVYYC
QONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVE
WPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIK
SENRGEC

SEQID NO: 16
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Anticuerpo monovalente mAb3

Cadena pesada de mAb3

QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTE
TSENMHW VKEAPGORLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRS
EDTAVYPCARTGGLRRAYFTYWGOQGTLVT
VSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VEKDYFPEPVTVSWNSCALTSGVHTEPAVLY
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHEKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLA
GPDVELFPPRPRDTLMISRTPEVICVYVVDVS
HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSN
KALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLYVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP
G

SEQID NO: 19

Cadena ligera de mAb3

DIVLTOSPATLSLSPGERATISCRASESVDSY
GNGEMHW Y QQKPGQPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYYC
QONKEDPWTEGGGTKLEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQODSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

SEQID NO: 20

Anticuerpo monovalente mAb4

Cadena pesada de mAb4

QVQLVQSGAEVVKSGASYKVSCKASGYTF
TSPNMHWVKEAPGQGLEWIGYTYPGNGGT
NYNQKFOQGRATLTADTSASTAYMEISSLRS
EDTAVYFCARTGGLRRAYFIYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP

SEQID NO: 22
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Anticuerpo monovalente mAb3

SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLA
GPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWELNGKEYKCKVSN
KALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGS
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQOQGNVFESCSVMHEALHNHYTQRSLSLSP
G

Cadena ligera de mAb4

DIVLTOSPATLSLSPGERATISCRASESVDSY
GNGEMHWY QQKPGQPPRLLIY LASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISPLEPEDFAVYYC
QONKEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKV Y ACEVTHQGLSSPVTK
SPNRGEC

SEQID NO: 20

Anticuerpo monovalente mAbS

Cadena pesada de mAb5

QVOLVOQSGAEVVKPGASVEKMSECKASGYTF
TSENMHWVKEAPGQRLEWIGYIYPGNGGT
NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRS
EDTAVYPCARTGOLRRAYFTYWOGQGTLVT
VSSASTEGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VRKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLA
GPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYDVS
HEDPEVKPNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFRLY SKLTVDKSR
WQOQONVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

SEQID NO: 24
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Anticuerpo monovalente mAb5S

Cadena ligera de mAb5

DIVLTOSPATLSLSPGERATISCRASESVDSY
GNGFMHWYQOQKPGOPPRLLIYLASSRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLUTISPLEPEDFAVYYC
QONKEDPWTFGOGTKLEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLENNFYPREAKYQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS

SEQID NO: 20

TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

Anticuerpo monovalente mAb6

Cadena pesada de mAb6

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTES
SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNK
YYADSVKGRFTISGDNSKNTLYLOMNSLRA
EDTAVYYCARMFERGAFDYWOGQGTLVTVSS
ASTRKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSN
TKVDKRKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLAGP
DVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGYEVHNAKTRKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QOQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQID NO: 11

Cadena ligera de mAb6

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRN
DLGWYQORKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPS
RESGSGRGTDFTLTISGLQPEDSATYYCLQD
YIYYPTEFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVQWK
VYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSE
NRGEC

SEQID NO: 12
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Anticuerpo monovalente mAb7

Cadena pesada de
mAb7

QVQLVQSGAEVAKPGTSVKLSCKASGYTET
DYWMQWVKQRPGQGLEWIGTIYPGDGDT
GYAQKFQGKATLTADKSSKTVYMHLSSLA
SEDSAVYYCARGDYYGSNSLDYWGQGTSY
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGOGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GOGPSVELFPPRKPKDTLMISRTPEVTCVVYDY
SHEDPEVKFRNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHODWLNGEEYKCKVS
NEKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPYLDSDGSFRFLYSKLTVDKS
RWQUUOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

SEQID NO: 107

Cadena ligera de mAb7

DIVMTOSHLSMSTSLGDPVSITCKASQDVST
VYAWYQQRPGOSPRRLIYSASYRYIGVPDR
FTGSGAGTDFTFTISSVQAEDLAVYYCQQH
YSPPYTFGGOTRKLEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

SEQID NO: 106

Tabla J. Secuencias polinucleotidicas de longitud completa de proteinas de unién.
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG4(ojal) FALA
CD28supxCD3mid

(por ejemplo, que codifica una segunda cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no

forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGA
GOTCGTOAAACCTGGCGUCCTCTGTGAAGG
TGTCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTT
ACCAGCTACTACATCCACTGGGTGCGCCA
GGCCCCTGGACAGGGACTGGAATGGATC
GGCAGCATCTACCCCGGCAACGTGAACA
CCAACTACGCCCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCATCA
GCACCGCCTACATGGAACTGAGCCGOOTG
AGAAGCGACGACACCGCCGTGTACTACT
GCACCCGGTCCCACTACGOGCUTGGATTGG
AACTTCGACGTGTGGGGCAAGGGCACCA
CCOTGACAGTGTCTAGCAGCCAGGTGCAG
CTGGTGGAATCTGGCGOCGGAGTGETGO
AGCCTGGCAGAAGCCTGAGACTGAGCTG
TGCCGCCAGCGGUTTCACCTTCACCAAGG
CCTGGATGCACTGGATGCOGCCAGGCCCCT
GGAAAGCAGCTGGAATOGOGGTGGCCCAGA
TCAAGGACAAGAGCAACAGCTACGICAC
CTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGG
TTCACCATCAGCCGGGACGACAGCAAGA
ACACCCTOGTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGGGCCOAGQGACACCGCOGTOTACTACTG
TCOGGGCGTGTACTATGCCCTCAGCCCCT
TCGATTACTGOGOGGCCAGGGAACCCTCGTO
ACCGTGTCTAGTCGGACCGCCAGCACAAA
GGGCCCATCGQTETTCCCTCTGGCCCCTT
GUAGCAGAAGCACCAGCGAATCTACAGC
CGCCCTOGOGOGCTGCCTCOTGAAGGACTACT
TTCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGUGAAC
TCTOGOCGUTCTGACAAGCGGCGTGCACAC
CTTTCCAGCCGTGUTCCAGAGCAGCGGCC
TOCTACTCTCTOAGCAGCGTCGTGACAGTS
CCCAGCAGCAGCCTOGGGCACCAAGACCT
ACACCTOTAACGTGGACCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGCGGGTGGAA
TCFAAGTACGGCCCTCCCTGCCCTOCTTG
CCCAGCCCCTGAAGCTGCCGGOGOACCCT
CCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCTCAAG
GACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGA

SEQ
ID
NO:
72
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

AGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCC
AGGAAGATCCCGAGGTGCAGTTCAATTG
GTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAAC
GCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGT
TCAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTG
CTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCC
AACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGA
AAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCC
CCGCGAGCCTCAAGTGTGTACCCTGCCCC
CTAGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCA
GGTGTCCCTGAGCTGTGCCGTGAAAGGCT
TCTACCCCAGCGACATTGCCGTGGAATGG
GAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGC
GACGGCTCATTCTTCCTGGTGTCCAAGCT
GACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAA
GGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCA
CGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAG
AAGTCCCTGTCTCTGTCCCTGGGC

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid
(por ejemplo, que codifica una primera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

GACATCGTGATGACCCAGACCCCCCTGAG
CCTGAGCGTGACACCTGGACAGCCTGCCA
GCATCAGCTGCAAGAGCAGCCAGAGCCT
GOTGCACAACAACGCCAACACCTACCTG
AGCTOGGTATCTGCAGAAGCCCGGCTAGA
QCCCCCAGTCLCTGATCTACAAGGTGTCC
AACAGATTCAGCGGCGTGCCCGACAGATT
CTCCOGOCAGCOGCTCTGGCACCGACTTCA
CCCTOAAGATCAGCCGGGTGGAAGCCGA
GGACGTOOGCGTGTACTATTGTGGCCAGG
GCACCCAGTACCCCTTCACCTTTGGCAGE
GGCACCAAGGTGGAAATCAAGGGCCAGC
CCAAGGCCGCCCCCGACATCCAGATGALCC
CAGAGCCCCAGCAGCCTGTCTGCCAGCGT
GGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCAG
GCCAGCCAGAACATCTACGTGTGGCTGAA
CTGUTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCC
CCCAAGCTGCTGATCTACAAGGCCAGCAA
CCTGCACACCGGCGTGCCCAGCAGATTIT
CTGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACC
CTGACAATCAGCTCCCTGCAGCCCGAGGA
CATTGCCACCTACTACTOCCAGCAGGGCC
AGACCTACCCCTACACCTTTGGCCAGGGC

SEQ
ID

73
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

ACCAAGUTGOAAATCAAGACCAAGGGCC
CCAGCCUTACGGTGGCCGUTCCCAGCGTO
TTCATCTTCCCACCTAGCGACGAGCAGCT
GAAGTCCGGCACAGCCTCTETCOTOTGCC
TGCTGAACAACTTCTACCCCCGUGAGGCL
AAAGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCC
TOCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGT
GACCGAGCAGGACAGCAAGUACTCCACC
TACAGCCTGAGCAGCACCCTCACACTGAG
CAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTO
TACGUCTGCOAAGTCACCCACCAGOGGCCT
GTCTAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACC
GOGGGCGAGTGT

Cadena pesada 2 de IgG4(botén) FALA mAb2
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGA
AGTCGTGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGG
TOTCCTGCAAGGCCAGCGGUTACACCTTT
ACCAGCTACGCCATGCACTGGGTCAAAG
AGGCCCCTOGCCAGAGACTGGAATGGAT
COGOGCTACATCTACCCLGGCCAGGGCGGLA
CCAACTACAACCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTGACCGCCGATACAAGCGEC
AGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCT
GCQOAGCGAGGATACCGCCOTGTACTTCT
GTGCCAGAACAGOCGGLCTGAGGC GGG
CTACTTTACCTATTGGGGCCAGGGUACCC
TCOTGACCGTGTCTAGCGUCTAGCACAAAG
GGCCCATCGGTGTTCCCTCTGGCCOCTTIO
CAGCAGAAGCACCAGCOAATCTACAGCC
GCCCTGOOGCTGCCTCGTGAAGGACTACTT
TCCCOAGCCCGTOGACCOGTOTCCTGOAACT
CTGGCGCTCTGACAAGCGGCGTGCACACC
TTTCCAGCCGTGCTCCAGAGCAGCGGCCT
GTACTCTCTGAGCAGCOGTCGTGACAGTGC
CCAGCAGCAGCUTGGGCACCAAGACCTA
CACCTOTAACGTOOGACCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGCGGGTGGAAT
CTAAGTACGGCCCTCCCTGCCCTCCTTGC
CCAGCCCCTGAAGCTOCCGGCGGACCCTC
CEIGTTCCTOTTCCCCCCAAAGCUCAAGE
ACACCCTGATGATCAGCCGUACCCCCGAA
GTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCA
GGAAGATCCCGAGUGTGCAGTTCAATTGGT
ACGTGCACGGCGTGGAAGTGCACAACGC

SEQ
ID
NO:
74
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| 9G4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

CAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTC
AACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCT
GACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAAC
GGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCA
ACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGAA
AACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCC
CGCGAGCCTCAAGTGTATACCCTGCCCCC
TTGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGTGGTGTCTCGTGAAAGGCTT
CTACCCCAGCGACATTGCCGTGGAATGGG
AGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTA
CAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCG
ACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTG
ACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAAG
GCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGA
AGTCCCTGTCTCTGTCCCTGGGC

Cadena ligera 2 de mAb2

(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena
polipeptidica de una proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacion) (no
forma parte de la presente invencion)

GACATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCAC
CCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCA
CCATCAGCTGTAGAGCCAGCCAGAGCGT
GTCCAGCTACGGCCAGGGCTTCATGCACT
GGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCC
CAGACTGCTGATCTATGGCGCCAGCAGCA
GAGCCACAGGCATCCCCGCCAGATTTTICT
GGCTCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCT
GACAATCAGCCCCCTGGAACCCGAGGAC
TTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGAACAA
AGAGGACCCCTGGACCTTCGGCGGAGGC

A AAMOTUIAAATOAAMMIT AT
AUVCUCAAVUIVIUUAAATUAAVICATIACUURT IV

CCGCTCCCAGCGTGTITCATCTITCCCACCT
AGCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACAG
CCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTC
TACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGGA
AGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAA
CAGCCAGGAAAGCGTGACCGAGCAGGAC
AGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCA
GCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGATTAC
GAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAG
TGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTG
ACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC

SEQ
ID
NO:
75

| IgG1 LALA P329A MAb2xCD28supxCD3mid
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1 (ojal) LALA P329A
CD28supxCD3mid

(por ejemplo, que codifica una segunda cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

CAGOTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGA
GOGTCETGAAACCTGGCGCCTCTGTGAAGG
TGTCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTT
ACCAGCTACTACATCCACTGGOTGCGOCA
GGCCCCTQOGACAGGGACTOGGAATGGATC
GGCAGCATCTACCCCGGUAALGTGAACA
CCAACTACGCCCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTIGACCGTGGACACCAGCATCA
GCACCGLCTACATGGAACTGAGCCGGCTG
AGAAGCGACGACACCGCCGIGIACTACT
GCACCCGOTCCCACTACGGLCTGGATTGS
AACTTCGACGTGTGGGGCAAGGGCACCA
CCATGACAGTGTCTAGCAGCCAGGTGCAG
CTGOTGGAATCTGGCGGUCGGAGTGOTGC
AGCCTGGCAGAAGUCTOAGACTGAGCTG
TGCCGCCAGCGGCTTCACCTICACCAAGG
CCTGGATGCACTGOGTGCGCCAGGCCCCT
GGAAAGCAGCTGGAATGGUTGGCCCAGA
TCAAGGACAAGAGCAALAGUTACGCCAL
CTACTACGCCGACAGCGTGAAGHGCTGE
TTCACCATCAGCCGGGACGACAGCAAGA
ACACCCTGTACCTGCAGATOAACAGECTS
COGGGCLCGAGUGACACCGUCGTGTACTACTG
TCGOGGCGTGTACTATGCCOTGAGCCECY
TCGATTACTGGGUGCCAGGGAACTCTCGTG
ACCCGTGTICTAGTCGGACCGUCAGCACAAA
GGGCCCCAGCGTOTTCCCTCTGGCCCCTA
GCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGC
CGCCCTGOGOCTGUCTCGTGAAGGACTACTY
TTCCCOAGUCCGTGACCGTGTCCTGGAAT
TCTGGCCCCCTGACCAGCGGOGTGCACAL
CTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCAGUGGC
TGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTOGACAGTG
CCCAGCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTA
CATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGC
AALACCAAGCTOGACAAGAAGGTGGAAC
CCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTG
TCCCOCTTGTCCTGCCLCCGAAGCCGLCG
GAGGCCCTTCCGTGITCCTGTTCCCCCCA
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCC
GGACCCOCGAAGTCACCTGCGTGGTGGTG
GATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGA
AGTTCAATTGGTACGTGOGACGGCGTGGAA

SEQ
ID
NO:
76
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

GTGCACAACGLCCAAGACCAAGCCAAGAG
AGGAACAGTACAACAGCACCTACCGGGT
GOGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGG
ACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTG
CAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGGCCGCCC
CCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAA
GGGCCAGCCCCGCCAACCCCAGGTGTGC
ACACTGCCCCCAAGCAGGGACGAGCTGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGAGUTGTGCC
GTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGC
CGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCC
GAGAACAACTACAAGACCACCCCCCOTGT
GCTGGACAGCGACGOCTCATTICTTCCTGE
TOTCCAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGG
TGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTC
CGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACT
ACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCO
GGe

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una primera cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 73
forma parte de la presente invencion)

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) LALA P329A SEQ
mAb2 ID
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena | CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCTCGA | NO:
polipeptidica de wuna proteina de unién 77

triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

AGTCOTOAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGE
TGTCCTGCAAGGCCAGUGGUTACACCTYT
ACCAGCTACGCCATGCACTGGGTCAAAG
AGGCCCOTGGCCAGAGACTGOAATGGAT
CGGUTACATCTACCCCGGLLCAGGGCGGCA
CCAACTACAACCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTGACCGCCGATACAAGCGCC
AGCACCGOCTACATGGAACTGAGCAGCCT
GCQOAGCGAGGATACCGCCOTGTACTTCT
GTGCCAGAACAGGCGGCCTGAGGCGGGC
CTACTTTACCTATTGGGGCCAGGGCACCC
TCOTGACCGTGTCTAGCGCTAGCACAAAG
GGCCCCAGCGTGTTCCCTICTGGUCCCTAG
CAGCAAGAGUACATCTGOCGGAACAGCT
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1gG4 FALA mAb2xCD28supxCD3mid

GCCCTGOOGUTOGCCTCGTGAAGGACTACTT
TCCCGAGCCCOTGACCOTATCCTGGAATT
CTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCAGCGGCCT
GTACAGCCTGAGCAGCOGTCGTGACAGTGC
CCAGCAGCTCTCTGOGCACCCAGACCTAC
ATCTGUAACGTGAACCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGOCACAAGAAGGTGGAACC
CAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGY
CCCCCTTGTCCTGCCCCCGAAGCCGCTCGO
AGGCCCTTCCOTGTTCCTGTTCLCCCOCCAA
AGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCG
GACCCCOGAAGTGACCTGOGTGGTGGTGO
ATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAA
GTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGUGAAG
TGCACAACGCCAAGACCAAGCCAAGAGA
GGAACAGTACAACAGCACCTACCGGOGTE
GTGTCCGTGCTGACCGTOCTGCACCAGGA
CTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGC
AAGGTGTCCAACAAGGUCCCTGGCCGCCCC
CATCGAGAAAACCATCAGCAAGGUCAAG
GGCCAGCUCCGUGAACCCCAGGTGTACA
CACTGCCCCCATGCAGGGACGAGCTGACC
AAGAACCAGGTGTCCOCTGTGGTGTCTOGOT
GAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCG
TOGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCLGA
GAACAACTACAAGACCACCCCCCOTGTGC
TGGACAGCGACGGCTCATTCTICCTGTAC
TCCAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTG
GCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCG
TOATGCACGAGGCCCTQCACAACCACTAC
ACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGE
C

Cadena ligera 2 de mAb2

(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencion)

Véase anteriormente.

SEQ
ID
NO:
75
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1(ojal) NNSA
CD28supxCD3mid

(por ejemplo, que codifica una segunda cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no

forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGA
GGTCGTCAAACCTOGGCOCCTICTGTGAAGD
TGTCCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTT
ACCAGCTACTACATCCACTGGGTGCGCCA
GGCCCCTGOGACAGGGACTGGAATOGATC
GGCAGCATCTACCCCGGCAACGTGAACA
CCAACTACGCCCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCATCA
GCACCGCCTACATGGAACTGAGCCGGCTG
AGAAGCGACTGACACCOGCCGTGTACTACT
GCACCCOGOTCCCACTACGOGCCTQGATTGG
AACTTCOGACGTOTGGGGCAAGGGCACCA
CCOTGACAQTOGTCTAGCAGUCAGGTGCAG
CTGOTGGAATCTGGUGGCGGAGTGETGO
AGLCCTGGCAGAAGCCTGAGACTGAGETG
TGCCGCCAGCGGCTICACCTTICACCAAGG
CCTGGATGLACTGOGTGCGUCAGGUCLCY
GOAAAGCAGCTGGAATGGGTGGCCCAGA
TCAAGGACAAGAGCAACAGCTACGCCAC
CTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGUCGG
TTCACCATCAGCCGORGACGACAGCAAGA
ACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGGGCCHGAGGACACCGCCGTGTACTAUTG
TCOGOGGCGTGTACTATGCCCTGAGCCCCT
TCGATTACTGGGGCCAGGGAACCCTCGTG
ACCGTOTCTAGTCGGACCGCCAGCACAAA
GGGCCCCAGCQTCTTCCOTCTGGCCCUTA
GCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACALC
CGCCCTOGGUGCTCCCTCGTOAAGGACTACT
TTCCCGAGCCCGTGACCOGTGTCCTGGAAT
TCTGGUGCCCTGACCAGCGGOGTGCACAL
CTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCAGCGGCC
TOTACAGCCTGAGCAGCGTCGTGACAGTG
CCCAGCAGCTCTCTGLGGCACCCAGACCTA
CATCTGCAACGTGAACCACAAGUCCAGC
AACACCAAGGTGOACAAGAAGGTGGAAC
CCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTG
TCCCCTTTGTCCTGCCCCCGAACTGEYGG
GAGGCCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCTCA
AAGCCCAAGGACACCCTGATOGATCAGCC
GGACCCCCGAAGTCGACCTGCGTGGTGGTG
GATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGA
AGTTCAATTGGTACGTGGACGGLCGTGGAA

SEQ
ID
NO:
78
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

GTGCACAACGLCCAAGACCAAGCCAAGAG
AGGAACAGTACAACAATGCCTCCCGGOGT
GOGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGG
ACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTG
CAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCC
CCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAA
GGGCCAGCCCCGCCAACCCCAGGTGTGC
ACACTGCCCCCAAGCAGGGACGAGCTGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGAGUTGTGCC
GTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGC
CGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCC
GAGAACAACTACAAGACCACCCCCCOTGT
GCTGGACAGCGACGOCTCATTICTTCCTGE
TOTCCAAGCTGACAGTGGACAAGTCCCGG
TGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTC
CETGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACT
ACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCO
GGe

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid
(por ejemplo, que codifica una primera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencion)

Véase anteriormente.

SEQ

NO:
73

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) NNSA mAb2
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGA
AGTCOTOAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGE
TGTCCTGCAAGGCCAGUGGUTACACCTYT
ACCAGCTACGCCATGCACTGGGTCAAAG
AGGCCCOTGGCCAGAGACTGOAATGGAT
CGGUTACATCTACCCCGGLLCAGGGCGGCA
CCAACTACAACCAGAAGTTCCAGGGCAG
AGCCACCCTGACCGCCGATACAAGCGCC
AGCACCGOCTACATGGAACTGAGCAGCCT
GCQOAGCGAGGATACCGCCOTGTACTTCT
GTGCCAGAACAGGCGGCCTGAGGCGGGC
CTACTTTACCTATTGGGGCCAGGGCACCC
TCOTGACCGTGTCTAGCGCTAGCACAAAG
GOCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCALCCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG

SEQ
ID
NO:
79
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

GCCCTGOOGUTOGCCTGGTCAAGGACTACTT
CCCCGAACCGOTGACGGTGTCGTGGAACT
CAGGCGCCCTGACCAGCGGCUGTGCACALC
CTTCCCGGCTGTCCTACAGTCUTCAGGALC
TCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTA
CATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCC
CAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCC
CACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGO
GGACCGTCAGTCTTICCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT
TCAACTGOTATGTITGACGGCGTGGAGOGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGUGGGAGH
AGCAGTACAACAATOCCTCCCGTOTGOTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGALCTG
GCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGS
CAGCCCCQAGAACCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATGCCOGGATOCAGCTGACCAAG
AATCAAGTCAGCCTAGTGGTGCCTGOTAAA
AGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCATGG
AGTGGGAGAGCAATGGLCAGCCGGAGAA
CAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTOG
ACTCCGACGGCTCCTICTTCCTCTACTCAA
AACTCACCGTGOACAAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCOGTGA
TGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGAT

Cadena ligera 2 de mAb2 Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 75
forma parte de la presente invencion)

1gG4 FALA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG4(ojal) FALA | Véase anteriormente. SEQ
CD28supxCD3mid ID
(por ejemplo, que codifica una segunda cadena NO:
polipeptidica de wuna proteina de unién 72
triespecifica de la presente divulgacién) (no

forma parte de la presente invencion)

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una primera cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 73

forma parte de la presente invencion)
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG4(botén) FALA mAb6
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGOTGGAAAGCGGCGGAL
GCGTGGTGCAGCCTGGUAGGTCTCTGAGA
CTGAGCTGTGCCGCCAGCOGGCTTCACCTT
CAGCAGCTACGGAATGCACTGOGGTGCGC
CAGGCCCCTGOCAAAGOGACTGGAATGGG
TGGCCGTGATTTOGTACGACGGCAGCAAL
AAGTACTACGCCGACAGUOTGAAGGGOC
GGTTCACCATCAGUGGCGACAACAGCAA
GAACACLCCTGTACCTGCAGATGAACAGCC
TGCGGGCCGAGGACACCGCCGTOTACTAC
TOCGCCAGAATGTTCAGAGGCGCCTTCGA
CTACTGGGGCCAGGGUACACTCOTGACCG
TOGTCTAGTGCGTCGACCAAGGGCCCATCG
GTGTTCCCTCTGGCCCCTTGCAGCAGAAG
CACCAGCGAATCTACAGCCGUCCTGGOOT
GCCTCGTIGAAGGACTACTTTCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCTCT
GACAAGCGGUGTGCACACCTTTCCAGCCG
TGCTCCAGAGCAGCGGCCTGTACTCTCTG
AGCAGCOGTCGTCGACAGTGCCCAGCAGCA
GCCTOGGCACCAAGACCTACACCTGTAAC
GTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGCGGGTGGAATCTAAGTACGG
CCCTCCCTGCCCTCCTTIGCCCAGCCCCTG

SEQ
ID
NO:
80
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

AAGCTGCCGGCGGACCCTCCGTGTTCCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGAT
GATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGC
GTGGTGGTGGATGTGTCCCAGGAAGATCC
CGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACG
GCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCCAGAGAGGAACAGTTCAACAGCACC
TACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCT
GCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAG
TACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGGCC
TGCCCAGCTCCATCGAGAAAACCATCAGC
AAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCTC
AAGTGTATACCCTGCCCCCTTGCCAGGAA
GAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGT
GGTGTCTCGTGAAAGGCTTCTACCCCAGC
GACATTGCCGTGGAATGGGAGAGCAACG
GCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCAC
CCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCTCAT
TCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCGTGGAC
AAGAGCCGGTGGCAGGAAGGCAACGTGT
TCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTG
CACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTC
TCTGTCCCTGGGC

Ligera 2 de mAb6

(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

GCCATCCAGATGACCCAGAGLCCCAGCA
GCCTGTCTGCCAGCGTGGGCGACAGAGTG
ACCATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCAT
CCGGAACGACCTGGGCTGGTATCAGCAG
AAGCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGAT
CTACGCCOGCTAGCTCTCTGCAGTCCGGCG
TOCCCAGCAGATTTTCTGGCAGCGGCTCC
GGCACCGACTTCACCCTGACAATCTCTGG
CCTGCAGCCCGAGGACAGCGCCACCTACT
ACTGTCTGCAAGACTACATCTACTACCCC
ACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAA
TCAAGUGTACGOGTGGCCGCTCCCAGCOGTO
TTCATCTTCCCACCTAGCGACGAGCAGCT
GAAGTCCOGCACAGCCTCTGTICGTIGTGCC
TGCTGAACAACTTCTACCCCCGLCGAGGCC
AAACGTGCAGTOGOAAGGTOGGACAACGCCC
TGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGY
GACCOGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
TACAGCCTOAGCAGCACCCTGACACTGAG
CAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTG

SEQ
ID
NO:
81
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1gG1 NNSA mAb2xCD28supxCD3mid

TACGCCTGCOGAAGTGACCCACCAGHGECT
GTCTAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACT
GGOGCGAGTGT

| 19G1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

GCGTGGTGCAGCCTGGCAGGTCTCTGAGA
CTGAGCTGTCCCGLCAGCGGCTTCACCTY
CAGCAGCTACGGAATGCACTGGGTGCGC
CAGGCCCCTGOCAAAGGACTGOAATGGE
TGOCCGTGATTTGOTACCACGGCAGCAAC
AAGTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCC
GOGTTCACCATCAGCGGCGACAACAGCAA
GAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCC
TGCOOGCCOAGGACACCGCCOTAGTACTAC
TOGCGCCAGAATGTTCAGAGGCGCCTTCGA
CTACTGGGGCCAGGGCACACTCGTGACLG
TOCTCTAGTGCGTCGACCAAGGGCCCCAGT
GTGTTCOCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAG
CACATCTGGCGGAACAGUCGCCCTGGOGOT
GCCTCGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAATTCTGGCGCCCT
GACCAGOGGCOTGCACACCTTTCCAGCTG
TGCTGCAGTCCAGCGGCCTGTACAGCCTG

Cadena pesada 1 de IgG1 (ojal) LALA P329A | Véase anteriormente. SEQ
CD28supxCD3mid ID
(por ejemplo, que codifica una segunda cadena NO:
polipeptidica de wuna proteina de unién 76
triespecifica de la presente divulgacién) (no

forma parte de la presente invencion)

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una primera cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 73
forma parte de la presente invencion)

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) LALA P329A SEQ
mAb6 ID
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena | CAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGAG | NO:
polipeptidica de wuna proteina de unién 82
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IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

AGCAGCOTCOTCGACAGTGCCCAGCAGCTC
TCTGOGCACCCAGACCTACATCTGLAACG
TGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGAAGGTGGAACCCAAGAGCTGC
GACAAGACCCACACCTGTCCCCCTTIGTICC
TGCCCCCGAAGCCGCCGGAGGCLCTTICCG
TCTTCCTETTCCCCCCAAAGCCCAAGGALC
ACCCTGATGATCAGCUGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGOTOGTGGATGTGTCCCACG
AGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTAC
GTGGACGOGCGTGGAAGTOGCACAACGCCA
AGACCAAGCCAAGAGAGGAACAGTACAA
CAGCACCTACCGOOTOGGTOGTCCUTGLTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGUTGAACGGC
AAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAATA
AGGCCCTGGCCGCCCCCATCGAGAAAAC
CATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCOL
GAACCCCAGGTATACACACTGCCCCCATG
CAGGGACGAGCTGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGTGGTGTCTGOTGAAAGGCTTCTA
CCCCTCCGATATCGCOCGTGGAATGGGAGA
GCAACGGCCAGCOCCGAGAACAACTATAA
GACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACG
GCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGUTGACA
GTGGACAAGTCCCGOTGGCAGCAGGGCA
ACGTOTTCAGCTCCTCCGTGATGCALCGAG
GCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTC
CCTGAGCCTOAGCCCOGGC

Ligera 2 de mAb6 Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 81
forma parte de la presente invencion)

1gG1 NNSA mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 1 de IgG1(ojal)l NNSA | Véase anteriormente. SEQ
CD28supxCD3mid ID
(por ejemplo, que codifica una segunda cadena NO:
polipeptidica de wuna proteina de unién 78
triespecifica de la presente divulgacién) (no

forma parte de la presente invencion)

Cadena ligera 1 de CD28supxCD3mid Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una primera cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 73

forma parte de la presente invencion)
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IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

Cadena pesada 2 de IgG1(botén) NNSA mAb6
(por ejemplo, que codifica una tercera cadena
polipeptidica de wuna proteina de unién
triespecifica de la presente divulgacién) (no
forma parte de la presente invencién)

CAGGTGCAGCTGOTGGAAAGCGGCGGAL
GCGTGGTGCAGCCTGGCAGGTICTCTGAGA
CTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTT
CAGCAGCTACGGAATGCACTGGGTGEGC
CAGGCCCCTGOGCAAAGGACTGGAATGAGG
TOGGCCGTGATTTGOGTACGACGGCAGCAAC
AAGTACTACGCCGACAGCOTGAAGGGCC
GOTTCACCATCAGCGGCGACAACAGCAA
GAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCC
TOGCGGGCCGAGGACACCGCCOTGTACTAC
TGCGCCAGAATGTTCAGAGGCGCCTTCGA
CTACTGGGGCCAGGGUCACACTCOTCGALLCG
TGTCTAGTGCGTCGACCAAGGGCCCATCG
GTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAG
CACCTCTGOGLGCACAGCGGCCCTGGGOT
GCCTGOGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGOGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCT
GACCAGCOGQCGTCCACACCTTCCCGGCTG
TCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTOCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAG
CTTGGGCACCLCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT
GACAAAACTCACACATGCCCACCOGTGLCC
AGCACCTGAACTCUTGGGGGGACCGTCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG

SEQ
ID
NO:
83
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IgG1 LALA P329A mAb6xCD28supxCD3mid

TCACATGCGTGGTGGTOGACGTGAGCCAC
GAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTA
TGTTGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCA
AGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAATGCCTCCCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCOTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAALC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAG
AACCACAGOTGTACACCCTGCCCCCATOC
CGGGATGAGCTGACCAAGAATCAAGTCA
GCCTGTOOTGCCTGGTAAAAGGCTTCTAT
CCCAGCGACATCOCCGTGGAGTGGGAG A

GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCOGTGUTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACTCAAAACTCALCG
TOGOGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAA
CGTCTTCTCATQUTCCGTGATGCATGAGG
CTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAG

CCTCTCCCTGICTCCGGOT

Ligera 2 de mAb6 Véase anteriormente. SEQ
(por ejemplo, que codifica una cuarta cadena ID
polipeptidica de wuna proteina de unién NO:
triespecifica de la presente divulgacién) (no 81

forma parte de la presente invencion)

Polipéptidos CD38

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion comprende un sitio de unién a antigeno
que se une a un dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido
CD38 de macaco cangrejero. Ensayos ejemplares para determinar si un sitio de unién a antigeno se une a un antigeno
se describen en este documento y se conocen en la técnica. En algunas realizaciones, la unién se determina mediante
ensayo ELISA, por ejemplo, como se describe mas abajo. En algunas realizaciones, la unién se determina mediante
ensayo SPR, por ejemplo, como se describe mas abajo. En algunas realizaciones, la unién se determina mediante
ensayo de citometria de flujo usando células que expresan un polipéptido CD38 en su superficie celular, por ejemplo,
como se describe mas abajo. Véanse, por ejemplo, los ejemplos 1, 3y 4.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente divulgacion se une a un polipéptido purificado o
fragmento del mismo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 30 (por ejemplo, como se
mide por ELISA o SPR). En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se une a un
polipéptido o que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y/o 30 cuando se expresa en la superficie
de una célula (por ejemplo, como se mide por citometria de flujo).

En algunas realizaciones, una proteina de unioén de la presente divulgacion se une a un polipéptido CD38 de isoforma
A (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una proteina
de unién de la presente divulgacion se une a un polipéptido CD38 de isoforma E (por ejemplo, que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105 y que no comprende la secuencia de aminoacidos completa de SEQ
ID NO: 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105, o que consiste esencialmente en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105). En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente
divulgacion se une a un polipéptido CD38 de isoforma A (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1) y un polipéptido CD38 de isoforma E (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 105 y que no comprende la secuencia de aminoacidos completa de SEQ ID NO: 1, que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105, o que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 105). Sin el deseo de limitarse teoria alguna, se cree que la unién a un polipéptido CD38 de isoforma E
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puede ser ventajosa, por ejemplo, en la direccidn de una proteina de union de la presente divulgacion a una célula o
células que expresan un polipéptido CD38 de isoforma E.

Secuencia polipeptidica del dominio extracelular de la isoforma A de CD38 humano

RWRQQWSGPGTTKRFPETVLARCVEYTEIHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKHPCN
ITEEDYQPLMKLGTQTVPONKILLWSRIKDLAHQFTQVORDMFTLEDTLLGYLADDL
TWCGEFNTSKINYQSCPDWRKDCSNNPVSVEFWKTVSRRFAEAACDVVHVMINGSR

SKIFDKNSTFGSVEVHNLQPEKVQTLEAWVIHGGREDSRDLCODPTIKELESHS KRNI

QFSCKNIYRPDKFLQCYKNPEDSSCTSEL(SEQ 1D NO: 1}

Secuencia polipeptidica de la isoforma E de CD38 humano

RWRQOWSGPGTTKRFPETVLARCVRKYTEIHPEMRHEBVDCOSVWDAFKGAFISKHPCN
ITEEDYQPLMKLGTQTVPOCNKILLWSRIKDLAHQFTOVORDMETLEDTLLGYLADDL
TWCGEPNTSKINYQSCPDWRRDCSNNPVSVEWKTVSRRHFWECGSP (SEQ ID

N(O:105)

En algunas realizaciones, el dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el dominio extracelular de un polipéptido CD38 de macaco
cangrejero comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30.

Secuencia polipeptidica de CD38 de macaco cangrejero

RWRQOWSGSGTTSRFPETVLARCVKYTEVHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFISKYPC
NITEEDYQPLVKLGTQTVPONKTLLW SRIKDLAHQFTQVORDMFTLEDMLLGY LAD
DLTWCGERNTFEINYQSCPDWRKDCSNNPVSVEWKTVSRRFAETACGVVHVMING
SRSKIFDKNSTRGSVEVHNLQPEKVQALEAW VIHGGREDSRDLCQDPTIKELESIISKR
NIRFFCRKNIYRPDKFLQCVENPEDRSSCLSGI (SEQ ID NG:3%)

Proteinas de unién multiespecificas (por ejemplo, biespecificas) que se unen a polipéptidos CD38

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacidén es una proteina de unién biespecifica que
comprende un sitio de union a antigeno que se une a uno o mas polipéptidos CD38 y un segundo sitio de unioén a
antigeno que se une a un antigeno diana diferente. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente
divulgacion es una proteina de unién biespecifica que comprende un sitio de unidén a antigeno que se une a uno o mas
polipéptidos CD38 y un segundo sitio de union a antigeno que se une a uno o mas polipéptidos CD38.

En algunas realizaciones, el polipéptido CD38 humano comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
y/o el polipéptido CD38 de macaco cangrejero comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30. En algunas
realizaciones, la proteina de union comprende un sitio de unidén a antigeno que se une a un dominio extracelular de
un polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero y dos sitios de
unién a antigeno que se unen cada uno a una proteina de superficie de linfocitos T (por ejemplo, un polipéptido CD28
humano y/o un polipéptido CD3 humano).

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente divulgacion se une a una o mas proteinas diana
tumorales (por ejemplo, uno o mas polipéptidos CD38) y una o mas proteinas diana de linfocitos T. En algunas
realizaciones, la proteina de unién puede unirse a una proteina diana tumoral (por ejemplo, uno o mas polipéptidos
CD38) y dos epitopos diferentes en una sola proteina diana de linfocitos T. En algunas realizaciones, la proteina de
unién puede unirse a una proteina diana tumoral (por ejemplo, uno o mas polipéptidos CD38) y dos proteinas diana
de linfocitos T diferentes (por ejemplo, CD28 y CD3). En algunas realizaciones, la proteina de unidén puede unirse a
una proteina diana de linfocitos T y dos epitopos diferentes en una sola proteina diana tumoral (por ejemplo, uno o
mas polipéptidos CD38). En algunas realizaciones, |la proteina de union puede unirse a una proteina diana de linfocitos
Ty dos proteinas diana tumorales diferentes (por ejemplo, uno 0 mas polipéptidos CD38 y otra proteina diana tumoral).
En algunas realizaciones, la una o mas proteinas diana de linfocitos T son una o mas de CD3 y CD28.
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En algunas realizaciones, las proteinas de unién se unen especificamente a uno o mas polipéptidos CD38 y una o
mas proteinas diana en un linfocito T que incluye un complejo del receptor de linfocitos T. Estas proteinas de uniéon a
acopladores de linfocitos T pueden reclutar linfocitos T transitoriamente hacia las células diana y, al mismo tiempo,
activar la actividad citolitica de los linfocitos T. Ejemplos de proteinas diana en linfocitos T incluyen, aunque sin
limitacién, CD3 y CD28, entre otras. Ejemplos adicionales de dichas dianas antigénicas o proteinas diana se
proporcionan mas arriba.

Formatos de proteina de union biespecifica

En algunas realizaciones, la proteina de unién de la divulgacion es una proteina de unién biespecifica y/o bivalente
que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman cuatro sitios de unién a antigeno que se unen a una 0 mas
(por ejemplo, dos) dianas antigénicas o proteinas diana diferentes (por ejemplo, que tienen una estructura descrita en
la publicacién internacional n.2 W02012/135345). En algunas realizaciones, la proteina de unién es bivalente y/o
biespecifica. En algunas realizaciones, la proteina de unién es tetravalente y/o tetraespecifica. En algunas
realizaciones, la proteina de union es tetravalente y/o biespecifica. En algunas realizaciones, al menos uno de los
sitios de unioén a antigeno se une a un polipéptido CD38 (por ejemplo, el dominio extracelular de polipéptidos CD38
humanos y/o de macaco cangrejero).

En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende dos cadenas polipeptidicas que tienen una estructura
representada por la férmula:

Vii-L1-Vie-Lo-CL n
y dos cadenas polipeptidicas que tienen una estructura representada por la férmula:
Vie-L3-Vhi-L4-Chi-Fe [

en donde:

VL1 es un primer dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VL2 es un segundo dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VHi es un primer dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobuling;

Vh2 es un segundo dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina;

CL es un dominio constante de la cadena ligera de inmunoglobulina;

Ch1 es el dominio constante de la cadena pesada Cui de inmunoglobulina;

Fc comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y los dominios constantes de la cadena pesada Chz, Chz de
inmunoglobulina;

L1, L2, L3 y La son conectores aminoacidicos;

y en donde los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de férmula Il forman un par de cadena ligera-cadena pesada
cruzado. En algunas realizaciones, Vri1 y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido
CD38, y Vh2 y VL2 forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas realizaciones,
Vhz y V2 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vi1 y Vi1 forman un dominio de
unién a antigeno que se une a otra diana antigénica.

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

Vii-L1-Vie-L2>-CL-F¢
y una segunda cadena polipeptidica comprende
Vhez-L3-VHi-L4-CHi-Fc

en donde:

VL1 es un primer dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VL2 es un segundo dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

Vhi es un primer dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina;

Vh2 es un segundo dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina;

CL es un dominio constante de la cadena ligera de inmunoglobulina;

Ch1 es el dominio constante de la cadena pesada CH1 de inmunoglobulina;

Chz es un dominio constante de la cadena pesada Cr2 de inmunoglobulina;

Chs es un dominio constante de la cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

Fc comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y los dominios constantes de la cadena pesada Cre, CHz de
inmunoglobulina; y

L1, L2, L3 y L4 son conectores aminoacidicos;

en donde el primer y segundo polipéptidos forman un par de cadena ligera-cadena pesada cruzado. En algunas
realizaciones, Vri1 y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vi y VL2 forman
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un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas realizaciones, Viz y VL2 forman un
dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vui y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno
que se une a otra diana antigénica.

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

Vii-Li-Vie-Lo-CL
una segunda cadena polipeptidica comprende
Vhz-L3-Vui-La-CH1-Fc
una tercera cadena polipeptidica comprende una regién Fc de anticuerpo

en donde:

VL1 es un primer dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VL2 es un segundo dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VHi es un primer dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobuling;

Vh2 es un segundo dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina;

CL es un dominio constante de la cadena ligera de inmunoglobulina;

Ch1 es el dominio constante de la cadena pesada CH1 de inmunoglobulina;

Chz es un dominio constante de la cadena pesada Cr2 de inmunoglobulina;

Chs es un dominio constante de la cadena pesada Crs de inmunoglobulina;

Fc comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y los dominios constantes de la cadena pesada Chz, Chz de
inmunoglobulina; y

L1, L2, L3 y L4 son conectores aminoacidicos;

en donde el primer y segundo polipéptidos forman un par de cadena ligera-cadena pesada cruzado. En algunas
realizaciones, VH1 y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y V2 y VL2 forman
un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas realizaciones, Vn2 y VL2 forman un
dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vui y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno
que se une a otra diana antigénica.

En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una primera cadena polipeptidica que comprende una
estructura representada por la férmula:

Vii-L1-Vie-Lo-CL n
y una segunda cadena polipeptidica que comprende una estructura representada por la férmula:
Viz-L3-VHi-La-Chis [

en donde:

VL1 es un primer dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VL2 es un segundo dominio variable de la cadena ligera de inmunoglobulina;

VHi es un primer dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobuling;

Vh2 es un segundo dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina;

CL es un dominio constante de la cadena ligera de inmunoglobulina;

Ch1 es un dominio constante de la cadena pesada Chi de inmunoglobulina; y

L1, L2, L3 y L4 son conectores aminoacidicos;

en donde el polipéptido de formula | y el polipéptido de férmula Il forman un par de cadena ligera-cadena pesada
cruzado. En algunas realizaciones, Vri1 y Vi1 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido
CD38, y V2 y VL2 forman un dominio de unién a antigeno que se une a otra diana antigénica. En algunas realizaciones,
Vhe ¥ VL2 forman un dominio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, y Vu1 y VL1 forman un dominio de
unién a antigeno que se une a otra diana antigénica.

En cualquiera de las proteinas de unién biespecificas descritas mas arriba, el antigeno diana distinto de CD38 puede
ser cualquiera de las siguientes dianas antigénicas ejemplares: A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS,
BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también conocida como VTCN1), B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2
(también conocida como MCP-1), CCL3 (también conocida como MIP-1a), CCL4 (también conocida como MIP-1b),
CCL5 (también conocida como RANTES), CCL7 (también conocida como MCP-3), CCL8 (también conocida como
mcp-2), CCL11 (también conocida como eotaxina), CCL15 (también conocida como MIP-1d), CCL17 (también
conocida como TARC), CCL19 (también conocida como MIP-3b}, CCL20 (también conocida como MIP-3a), CCL21
(también conocida como MIP-2), CCL24 (también conocida como MPIF-2/eotaxina-2), CCL25 (también conocida como
TECK), CCL26 (también conocida como eotaxina-3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23 (también conocida como
FCERZ2, un receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80 (también conocida como B7-1),
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CD86 (también conocida como B7-2), CD122, CD137 (también conocida como 41BB), CD137L, CD152 (también
conocida como CTLA4), CD154 (también conocida como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también conocida como
PDL2), CD274 (también conocida como PDL1), CD275 (también conocida como B7H2), CD276 (también conocida
como B7H3), CD278 (también conocida como ICOS), CD279 (también conocida como PD-1)}, CDH1 (también conocida
como E-cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocida como M-CSF), CSF-2 (también
conocida como GM-CSF), CSF-3 (también conocida como GCSF), CX3CL1 (también conocida como SCYD1),
CXCL12 (también conocida como SDF1), CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleésido trifosfato difosfohidrolasa 1,
EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM,
ICOSLG, IDO, IFNq, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8,
IL9, ILOR, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ra1, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb (también conocida como un receptor para
IL25), IL18, IL22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4 (también conocida como b4 integrina), ITK, KIR, LAG3, LAMP1,
leptina, LPFS2, clase Il de MHC, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor de plaquetas,
PROMI1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocida como un receptor para IL33), STEAP2, cinasa Syk, TACI,
TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también
conocida como un co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1 (también
conocida como GPR5/CCXCR1). En algunas realizaciones, una o mas de las dianas antigénicas anteriores son dianas
antigénicas humanas.

En cualquiera de las proteinas de unién biespecificas descritas mas arriba, puede usarse cualquier conector o
combinacién de conectores descritos en este documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos uno de L1,
Lo, L3 0 L4 es independientemente de 0 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, L1, L2, L3 0 L4 es cada uno
independientemente de al menos un aminoacido de longitud. En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y L4+ es cada uno
independientemente de cero aminoacidos de longitud o comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID
NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58) y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas realizaciones, L1, L2, L3y L4
cada uno independientemente comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID
NOQO: 58) y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ
ID NO: 58), L2 comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 57), Ls comprende la secuencia S y L4 comprende la
secuencia RT. En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), L comprende
la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), Ls es de 0 aminoacidos de longitud y L4 es de 0 aminoacidos de
longitud. En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L2 comprende la
secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59), L3 es de 0 aminoacidos de longitud y L4 es de 0 aminoacidos de longitud.
En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), L2 es de 0
aminoacidos de longitud, Lz comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56) y L4 es de 0
aminoécidos de longitud.

En algunas realizaciones, en cualquiera de las proteinas de unién biespecificas descritas en este documento, un sitio
de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 (por ejemplo, CD38 humano y opcionalmente de macaco
cangrejero). En algunas realizaciones, otro u otros sitios de unioén a antigeno (por ejemplo, que no se unen a CD38)
de cualquiera de las proteinas de unién biespecificas descritas en este documento se unen a CD28 o CD3. En algunas
realizaciones, el dominio Vi comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de [YPGQGGT
(SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de ARTGGLRRAYFTY
(SEQ ID NO: 33), y el dominio VL1 comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS
(SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ
ID NO: 36). En algunas realizaciones, el dominio Vi2 comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO:37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio VL2 comprende una secuencia de CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

En algunas realizaciones, el dominio Vu1 comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi1 comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas realizaciones, el dominio V2 comprende una secuencia
de CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.2 comprende una
secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
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secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

En algunas realizaciones, el dominio V+1 comprende una secuencia de CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio Vi1 comprende una secuencia de CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36). En algunas realizaciones, el dominio V2 comprende una secuencia
de CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33), y el dominio V.2 comprende una
secuencia de CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una
secuencia de CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

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

Las proteinas de unién de la divulgacién pueden prepararse usando dominios o secuencias obtenidos o derivados de
cualquier anticuerpo humano o no humano, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos humanos, murinos o humanizados.

Conectores

En algunas realizaciones, los conectores L1, Lz, L3 y L4 varian de ningiin aminoacido (longitud = 0) a aproximadamente
100 aminoacidos de longitud, o menos de 100, 50, 40, 30, 20 o 15 aminoacidos o menos. Los conectores también
pueden serde 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 aminoacido de longitud. L1, L2, L3 y L4 en una proteina de unién pueden
tener todos la misma secuencia de aminoécidos o pueden tener todos secuencias de aminoacidos diferentes.

Ejemplos de conectores adecuados incluyen un solo residuo de glicina (Gly); un péptido de diglicina (Gly-Gly); un
tripéptido (Gly-Gly-Gly); un péptido con cuatro residuos de glicina; un péptido con cinco residuos de glicina; un péptido
con seis residuos de glicina; un péptido con siete residuos de glicina; y un péptido con ocho residuos de glicina. Pueden
usarse otras combinaciones de residuos aminoacidicos, tal como el péptido GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), el
péptido GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), el péptido TKGPS (SEQ ID NO: 57), el péptido GQPKAAP (SEQ
ID NO: 58) y el péptido GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). Los ejemplos enumerados anteriormente no pretenden
limitar el alcance de la divulgacién de ninglin modo, y se ha mostrado que conectores que comprenden aminoacidos
seleccionados aleatoriamente seleccionados del grupo que consiste en valina, leucina, isoleucina, serina, treonina,
lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato, asparagina, glutamina, glicina y prolina son adecuados en las proteinas
de unién. Para descripciones adicionales de secuencias de conectores, véanse, por ejemplo, los documentos
wW02012135345 y W0O2017/180913.

La identidad y secuencia de residuos aminoacidicos en el conector puede variar dependiendo del tipo de elemento
estructural secundario necesario para conseguir el conector. Por ejemplo, glicina, serina y alanina son los mejores
para conectores que tienen flexibilidad méaxima. Alguna combinacién de glicina, prolina, treonina y serina es util si es
necesario un conector mas rigido y agrandado. Cualquier residuo aminoacidico puede considerarse un conector en
combinacion con otros residuos aminoacidicos para construir conectores peptidicos mas grandes segln sea necesario
dependiendo de las propiedades deseadas.

En algunas realizaciones, al menos uno de L1, L2, L3 0 L4 es independientemente de 0 aminoacidos de longitud. En
algunas realizaciones, L1, L2, L3 0 L4 es cada uno independientemente de al menos un aminoacido de longitud. En
algunas realizaciones, la longitud de L1 es al menos dos veces la longitud de Ls. En algunas realizaciones, la longitud
de L2 es al menos dos veces la longitud de L4. En algunas realizaciones, la longitud de L1 es al menos dos veces la
longitud de L3, y la longitud de L2 es al menos dos veces la longitud de L4. En algunas realizaciones, L1 es de 3 a 12
residuos aminoacidicos de longitud, L2 es de 3 a 14 residuos aminoacidicos de longitud, L3 es de 1 a 8 residuos
aminoacidicos de longitud y L4 es de 1 a 3 residuos aminoacidicos de longitud. En algunas realizaciones, Liesde 5 a
10 residuos aminoacidicos de longitud, L2 es de 5 a 8 residuos aminoacidicos de longitud, L3 es de 1 a 5 residuos
aminoacidicos de longitud y L4 es de 1 a 2 residuos aminoacidicos de longitud. En algunas realizaciones, L1 es de 7
residuos aminoacidicos de longitud, L2 es de 5 residuos aminoacidicos de longitud, L3 es de 1 residuo aminoacidico
de longitud y L4 es de 2 residuos aminoacidicos de longitud. En algunas realizaciones, L1 es de 10 residuos
aminoacidicos de longitud, L2 es de 10 residuos aminoacidicos de longitud, L3 es de 0 residuos aminoacidicos de
longitud y L4 es de 0 residuos aminoacidicos de longitud. En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y L4 tienen cada uno una
longitud seleccionada independientemente de 0 a 15 aminoacidos (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14 o 15 amino&cidos), en donde al menos dos de los conectores tienen una longitud de 1 a 15 aminoacidos (por
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ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 0 15 aminoacidos). En algunas realizaciones, L1, L2, L3y L4 son cada
uno de 0 amino&cidos de longitud.

En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y/o L4 comprenden una secuencia derivada de una secuencia de origen natural en
la unién entre un dominio variable de anticuerpo y un dominio constante de anticuerpo (por ejemplo, como se describe
en el documento W02012/135345). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el conector comprende una secuencia
encontrada en la transicién entre un dominio V1 y Cr1 endégeno, o entre un dominio Vi y CL enddgeno (por ejemplo,
kappa o lambda). En algunas realizaciones, el conector comprende una secuencia encontrada en la transicién entre
un dominio Vn y Cr1 humano endégeno, o entre un dominio VL y CL humano endégeno (por ejemplo, kappa o lambda
humano).

En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y L4 es cada uno independientemente de cero aminoécidos de longitud o
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58) y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59). En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y L4 cada uno independientemente comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), GGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NOQ: 56), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 57), GQPKAAP (SEQ ID NO: 58) y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59).

En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 58), L2 comprende la secuencia TKGPS
(SEQ ID NO: 57), Ls comprende la secuencia S y L4 comprende la secuencia RT. En algunas realizaciones, Li
comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 55), Lo comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID
NOQO: 55), Lz es de 0 aminoacidos de longitud y L4+ es de 0 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, L1
comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 59}, L2 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:
59), L3 es de 0 aminoéacidos de longitud y L4 es de 0 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, L1 comprende
la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56), L2 es de 0 aminoacidos de longitud, Ls comprende la
secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 56) y L4 es de 0 aminoacidos de longitud.

Regiones Fc v dominios constantes

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién comprende una cadena pesada de
anticuerpo de longitud completa o una cadena polipeptidica que comprende una regién Fc. En algunas realizaciones,
la region Fc es una regiébn Fc humana, por ejemplo, una regién Fc de 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana. En algunas
realizaciones, la regién Fc incluye los dominios de anticuerpo de bisagra,Cri, Chz, CH3 y, opcionalmente, Crs. En
algunas realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la region Fc es una
region Fc de IgG4 humana. En algunas realizaciones, la region Fc incluye una o mas de las mutaciones descritas mas
abajo.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién incluye una o dos variantes de Fc. La
expresion "variante de Fc", como se usa en este documento, se refiere a una molécula o secuencia que esta
modificada con respecto a un Fc natural, pero todavia comprende un sitio de unién para el receptor de rescate, FCRn
(receptor de Fc neonatal). Variantes de Fc ejemplares, y su interaccion con el receptor de rescate, son conocidas en
la técnica. Por tanto, la expresion "variante de F¢" puede comprender una molécula o secuencia que esta humanizada
con respecto a un Fc natural no humano. Ademas, un Fc natural comprende regiones que pueden eliminarse porque
proporcionan elementos estructurales o actividad biolégica que no son necesarios para las proteinas de unién similares
a anticuerpo de la invencién. Por tanto, la expresion "variante de F¢" comprende una molécula o secuencia que carece
de uno o0 mas sitios o residuos de Fc naturales, o en la que uno o mas sitios o residuos de Fc se han modificado, que
afectan o estan implicados en: (1) la formacién de enlaces disulfuro, (2} la incompatibilidad con una célula hospedadora
seleccionada, (3) la heterogeneidad aminoterminal tras la expresién en una célula hospedadora seleccionada, (4) la
glucosilacién, (5) la interaccion con el complemento, (6) la unién a un receptor de Fc distinto de un receptor de rescate,
0 (7} la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

En algunas realizaciones, la regién Fc comprende una o mas mutaciones que reducen o eliminan la unién al receptor
de Fc y/o la funcién efectora de la regién Fc (por ejemplo, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos mediada por
receptores de Fc (ADCP), citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCCGC)).

En algunas realizaciones, la regién Fc es una region Fc de IgG1 humana que comprende una 0 mas sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235 y/o 329 de IgG1 humana de acuerdo con
el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y/o P329A. En algunas
realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de IgG1 humana que comprende sustituciones aminoacidicas en las
posiciones correspondientes a las posiciones 298, 299 y/o 300 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU. En
algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son S298N, T299A y/o Y300S.

En algunas realizaciones, la regién Fc es una region Fc de IgG4 humana que comprende una 0 mas mutaciones que

reducen o eliminan la unién a Fcyl y/o Feyll. En algunas realizaciones, la regién Fc es una region Fc de IgG4 humana
que comprende una o mas mutaciones que reducen o eliminan la unién a Fcyl y/o Fcyll, pero no afectan a la unién a
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FcRn. En algunas realizaciones, la region Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y/o 409 de IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son S228P y/o R409K. En algunas realizaciones,
la regién Fc es una regiéon Fc de IgG4 humana que comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y/o 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones,
las sustituciones aminoacidicas son F234A y/o L235A. En algunas realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de
IgG4 humana que comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228,
234, 235 y/o 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones
aminoacidicas son S228P, F234A, L235A y/o R409K. En algunas realizaciones, la regiéon Fc es una region Fc de IgG4
humana que comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 233-236 de
lgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son E233P,
F234V, L235A y una eliminacién en 236. En algunas realizaciones, la regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que
comprende mutaciones aminoacidicas en sustituciones correspondientes a las posiciones 228, 233-236 y/o 409 de
lgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las mutaciones aminoacidicas son S228P;
E233P, F234V, L235A Yy una eliminacién en 236; y/o R409K.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgaciéon comprende una o mas mutaciones para
mejorar la purificacion, por ejemplo, al modular la afinidad por un reactivo de purificacién. Por ejemplo, se sabe que
las proteinas de unién heterodiméricas pueden purificarse selectivamente de sus formas homodiméricas si una de las
dos regiones Fc de la forma heterodimérica contiene una 0 mas mutaciones que reducen o eliminan la unién a la
proteina A, porque la forma heterodimérica tendra una afinidad intermedia para la purificacién basada en proteina A
distinta de cualquiera de las formas homodiméricas y puede eluirse selectivamente de la proteina A, por ejemplo,
mediante el uso de un pH diferente (véase, por ejemplo, Smith, E.J. et al. (2015) Sci. Rep. 5:17943). En algunas
realizaciones, la mutacién comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 435 y 436 de
IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son H435R y Y436F. En
algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende ademas
una primera region Fc unida a Cni, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de la cadena pesada CH2 y Crs de inmunoglobulina, y una tercera cadena polipeptidica que
comprende ademas una segunda regién Fc unida a Cx1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra
de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada Crz y Chz de inmunoglobulina; y en donde solo una
de la primera y la segunda regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a
las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son H435R y Y436F. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion
comprende mutaciones de botén y ojal y una o mas mutaciones para mejorar la purificacion. En algunas realizaciones,
la primera y/o segunda regién Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda
regién Fc son regiones Fc de IgG4 humana.

Para mejorar los rendimientos de algunas proteinas de unién (por ejemplo, proteinas de unién biespecificas), los
dominios Chs pueden alterarse mediante la tecnologia de "botones en ojales" que se describe en detalle con varios
ejemplos en, por ejemplo, la publicacién internacional n.2 WO 96/027011, Ridgway et al., 1996, Protein Eng. 9: 617-
21; y Merchant et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 677-81. Especificamente, las superficies de interaccién de los dos
dominios Chs se alteran para aumentar la heterodimerizacién de ambas cadenas pesadas que contienen estos dos
dominios Crs. Cada uno de los dos dominios Chs (de las dos cadenas pesadas) puede ser el "botén", mientras que el
otro es el "ojal". La introduccién de un puente disulfuro estabiliza méas los heterodimeros (Merchant et al., 1998; Atwell
et al., 1997, J. Mol. Biol. 270: 26-35) y aumenta el rendimiento. En realizaciones particulares, el botén estd en un
segundo par de polipéptidos con un solo dominio variable. En otras realizaciones, el botén esta en el primer par de
polipéptidos que tiene la orientacién cruzada. En aun otras realizaciones, los dominios Crz no incluyen un botén en
ojal.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion comprende una mutacién de "boton" en
una segunda cadena polipeptidica y una mutacién de "ojal" en la tercera cadena polipeptidica. En algunas
realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién comprende una mutacién de "botén" en la tercera
cadena polipeptidica y una mutacién de "ojal" en una segunda cadena polipeptidica. En algunas realizaciones, la
mutacién de "botén" comprende una o mas sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y/o
366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas
son S354C, T366W, T366Y, S354C y T366W, o S354C y T366Y. En algunas realizaciones, la mutacién de "botén"
comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son S354C y T366W. En algunas
realizaciones, la mutacién de "ojal" comprende una 0 mas sustituciones en las posiciones correspondientes a las
posiciones 407 y, opcionalmente, 349, 366 y/o0 368 y de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas
realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son Y407V o Y407T y, opcionalmente, Y349C, T366S y/o L368A. En
algunas realizaciones, la mutacién de "ojal" comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las
posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o lgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las
sustituciones aminoacidicas son Y349C, T366S, L368A y Y407V.
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En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regiéon Fc unida a CH1,
comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende una o mas sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 366 y, opcionalmente, 354 de IgG1 o IgG4 humana
de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son T366W o T366Y vy, opcionalmente, S354C;
y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo
la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y
CHS3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas en las
posiciones correspondientes a las posiciones 407 y, opcionalmente, 349, 366 y/o 368 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son Y407V o Y407T vy, opcionalmente, Y349C,
T3668S y/o L368A.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regién Fc unida a CH1,
comprendiendo la primera regién Fc una regiéon de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera region Fc comprende una o mas sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 407 y, opcionalmente, 349, 366 y/o 368 de IgG1 o
IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son Y407V o Y407T vy,
opcionalmente, Y349C, T366S y/o L368A, y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda
regién Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende una o
més sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 366 y, opcionalmente, 354 de
lgG1 o lgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son T366W o T366Y v,
opcionalmente, S354C.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regiéon Fc unida a CH1,
comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende sustitucién aminoacidica en la
posicién correspondiente a la posicién 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde la
sustitucion aminoacidica es T366W,; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda
regiéon Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende una o
mas sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 366, 368 y/o 407 de IgG1 o IgG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son T366S, L368A y/o Y407V.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regiéon Fc unida a CH1,
comprendiendo la primera regién Fc una regiéon de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende una o mas sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 366, 368 y/o 407 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son T366S, L368A y/o Y407V, y en donde la
tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda
regién Fc una region de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de
inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende sustitucion aminoacidica en la posicién correspondiente
a la posicién 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde la sustitucion aminoacidica es
T366W.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regién Fc unida a CH1,
comprendiendo la primera regién Fc una regiéon de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera region Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las
posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en
donde las sustituciones aminoacidicas son S354C y T366W, y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende
ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda
regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368
y 407 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son Y349C,
T366S, L368A y Y407V. En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera
regién Fc unida a CH1, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende
sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o 1gG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son Y349C, T366S, L368Ay Y407V,
y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo
la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y
CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones aminoacidicas son S354C y T366W. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda region Fc son
regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda regién Fc son regiones Fc de IgG4
humana.
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En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regiéon Fc unida a CH1,
en donde la primera regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera
regidon Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228, 354, 366
y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son $228P, S354C,
T366W y R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda region Fc unida a CH1,
en donde la segunda regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda
regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228, 349, 366,
368, 407 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P,
Y349C, T366S, L368A, Y407V y R409K. En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende
ademas una primera regién Fc unida a CH1, en donde la primera regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que
comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de
inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 228, 349, 366, 368, 407 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en
donde las sustituciones aminoacidicas son S228P, Y349C, T366S, L368A, Y407V y R409K; y en donde la tercera
cadena polipeptidica comprende ademas una segunda region Fc unida a CH1, en donde la segunda regién Fc es una
regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la
cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regién Fc comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228, 354, 366 y 409 de IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P, S354C, T366W y R409K.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regiéon Fc unida a CH1,
en donde la primera regidon Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una region de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera
regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235, 354
y 366 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son F234A, L235A,
S354C y T366W:; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1,
en donde la segunda regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda
regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235, 349,
366, 368 y 407 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son F234A,
L235A, Y349C, T366S, L368A y Y407V. En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende
ademas una primera regién Fc unida a CH1, en donde la primera regién Fc es una region Fc de IgG4 humana que
comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de
inmunoglobulina, en donde la primera regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234, 235, 349, 366, 368 y 407 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en
donde las sustituciones aminoacidicas son F234A, L235A, Y349C, T366S, L368A y Y407V, y en donde la tercera
cadena polipeptidica comprende ademas una segunda region Fc unida a CH1, en donde la segunda regién Fc es una
regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la
cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la segunda regidon Fc comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235, 354 y 366 de IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son F234A, L235A, S354C y T366W.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regién Fc unida a CH1,
en donde la primera regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera
regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228, 234, 235,
354, 366 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P,
F234A, L235A, S354C, T366W y R409K: y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda
regién Fc unida a CH1, en donde la segunda regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién
de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde
la segunda regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones
228, 234, 235, 349, 366, 368, 407 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son S228P, F234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, Y407V y R409K. En algunas realizaciones, la
segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera regién Fc unida a CH1, en donde la primera regién Fc
es una region Fc de IgG4 humana que comprende una region de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes
de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la primera regiéon Fc comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228, 234, 235, 349, 366, 368, 407 y 409 de IgG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P, F234A, L235A, Y349C,
T3668S, L368A, Y407V y R409K; y en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién
Fc unida a CH1, en donde la segunda regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana que comprende una regién de
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, en donde la
segunda regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 228,
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234, 235, 354, 366 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son
S228P, F234A, L235A, S354C, T366W y R409K.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién comprende una o mas mutaciones para
mejorar la semivida en suero (véase, por ejemplo, Hinton, P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346-56). En algunas
realizaciones, la mutacién comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 428 y 434 de
IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son M428L y N434S. En
algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende ademas
una primera regién Fc unida a CH1, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, y una tercera cadena polipeptidica que
comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra
de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina; en donde la primera
y/o segunda regién Fc comprenden sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones
428 y 434 de 1gG1 0 1IgG4 humana de acuerdo con el indice EU; en donde las sustituciones aminoacidicas son M428L
y N4348S. En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente divulgacién comprende mutaciones de botén
y ojal y una o mas mutaciones para mejorar la semivida en suero. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda
regién Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda region Fc son regiones
Fc de IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién comprende una o mas mutaciones para
mejorar la estabilidad, por ejemplo, de la superficie de contacto de la regién de bisagra y/o dimero de IgG4 (véase,
por ejemplo, Spiess, C. et al. (2013) J. Biol. Chem. 288:26583-26593). En algunas realizaciones, la mutacién
comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y 409 de 1gG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son S228P y R409K. En algunas realizaciones, la proteina
de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende ademas una primera regién Fc unida a Chu,
comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada Chz y Crz de inmunoglobulina, y una tercera cadena polipeptidica que comprende ademas una segunda regién
Fc unida a Ch1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes
de la cadena pesada Crz y CHz de inmunoglobulina; en donde la primera y segunda regién Fc son regiones Fc de |gG4
humana; y en donde la primera y segunda region Fc comprenden cada una sustituciones aminoacidicas en las
posiciones correspondientes a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones aminoacidicas son S228P y R409K. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente
divulgacion comprende mutaciones de botén y ojal y una o mas mutaciones para mejorar la estabilidad. En algunas
realizaciones, la primera y/o segunda region Fc son regiones Fc de IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién comprende una o mas mutaciones para
mejorar la purificacién, por ejemplo, al modular la afinidad por un reactivo de purificacién. Por ejemplo, se sabe que
las proteinas de unién heterodiméricas pueden purificarse selectivamente de sus formas homodiméricas si una de las
dos regiones Fc de la forma heterodimérica contiene una o mas mutaciones que reducen o eliminan la unioén a la
proteina A, porque la forma heterodimérica tendra una afinidad intermedia para la purificacion basada en proteina A
distinta de cualquiera de las formas homodiméricas y puede eluirse selectivamente de la proteina A, por ejemplo,
mediante el uso de un pH diferente (véase, por ejemplo, Smith, E.J. et al. (2015) Sci. Rep. 5:17943). En algunas
realizaciones, la mutacién comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 435 y 436 de
lgG1 o IlgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son H435R y Y436F. En
algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende ademas
una primera regién Fc unida a Chi1, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de la cadena pesada CH2 y Crs de inmunoglobulina, y una tercera cadena polipeptidica que
comprende ademas una segunda regién Fc unida a Cr1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra
de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada Crz y Chz de inmunoglobulina; y en donde solo una
de la primera y la segunda regién Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a
las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son H435R y Y436F. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion
comprende mutaciones de botdn y ojal y una o0 mas mutaciones para mejorar la purificacién. En algunas realizaciones,
la primera y/o segunda regién Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda
regién Fc son regiones Fc de IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgaciéon comprende una o mas mutaciones para
mejorar la semivida en suero (véase, por ejemplo, Hinton, P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346-56). En algunas
realizaciones, la mutacién comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 428 y 434 de
IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son M428L y N434S. En
algunas realizaciones, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende ademas
una primera regién Fc unida a CH1, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina, y una tercera cadena polipeptidica que
comprende ademas una segunda regién Fc unida a CH1, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra
de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada CH2 y CH3 de inmunoglobulina; en donde la primera
y/o segunda region Fc comprenden sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones
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428 y 434 de 1gG1 0 1IgG4 humana de acuerdo con el indice EU; en donde las sustituciones aminoacidicas son M428L
y N4348S. En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente divulgacién comprende mutaciones de botén
y ojal y una 0 mas mutaciones para mejorar la semivida en suero. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda
regiéon Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda regién Fc son regiones
Fc de IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgaciéon comprende una o mas mutaciones para
reducir la funcién efectora, por ejemplo, la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) mediada por el
receptor de Fc, citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). En algunas realizaciones, una segunda cadena polipeptidica comprende ademas una primera region Fc unida
a Cni1, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la
cadena pesada Chz y Crs de inmunoglobulina; en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una
segunda regién Fc unida a Cwi, comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de la cadena pesada Chz y Chz de inmunoglobulina; en donde la primera y segunda regién Fc
son regiones Fc de IgG1 humana; y en donde la primera y segunda regiéon Fc comprenden cada una sustituciones
aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son L234A y L235A. En algunas realizaciones, las regiones Fc
de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son regiones Fc de IgG1 humana, y en donde las regiones Fc
comprenden cada una sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de
IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son L234Ay L235A. En algunas
realizaciones, la segunda cadena polipeptidica comprende ademés una primera regién Fc unida a Cu1, comprendiendo
la primera regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada Chz y Crs
de inmunoglobulina; en donde la tercera cadena polipeptidica comprende ademas una segunda regién Fc unida a Chi,
comprendiendo la segunda regién Fc una regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena
pesada Crz y Chz de inmunoglobulina; en donde la primera y segunda region Fc son regiones Fc de IgG1 humana; y
en donde la primera y la segunda regién Fc comprenden cada una sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234, 235 y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329A. En algunas realizaciones, las regiones Fc de la segunda y
la tercera cadena polipeptidica son regiones Fc de IgG1 humana, y en donde las regiones Fc comprenden cada una
sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235 y 329 de IgG1 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329A. En algunas
realizaciones, las regiones Fc de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son regiones Fc de IgG4 humana, y las
regiones Fc comprenden cada una sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las posiciones
234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son F234A y
L235A. En algunas realizaciones, la proteina de union comprende una segunda cadena polipeptidica que comprende
ademas una primera regién Fc unida a Cri, comprendiendo la primera regién Fc una regién de bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada Crz2 y Chs de inmunoglobulina, y una tercera cadena
polipeptidica que comprende ademas una segunda region Fc unida a Cri, comprendiendo la segunda regién Fc una
regién de bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de la cadena pesada Chz y Ch3z de inmunoglobulina; y en
donde la primera y la segunda regién Fc comprenden cada una sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son F234A y L235A.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgaciéon comprende mutaciones de botén y ojal y
una 0 mas mutaciones para reducir la funcién efectora. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda regién Fc
son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o segunda regién Fc son regiones Fc de
lgG4 humana. Para una descripcién adicional de mutaciones en Fc en la posicién 329, véase, por ejemplo, Shields,
R.L. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604 y el documento W01999051642.

En algunas realizaciones, los tipos de mutaciones descritas mas arriba pueden combinarse en cualquier orden o
combinacion. Por ejemplo, una proteina de union de la presente divulgacion puede comprender dos 0 mas de las
mutaciones de "boton" y "ojal", mejorando la una 0 mas mutaciones la semivida en suero, mejorando la una o mas
mutaciones la estabilidad de 1gG4, mejorando la una o mas mutaciones la purificaciéon y/o reduciendo la una o més
mutaciones la funcién efectora descrita mas arriba.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion comprende un fragmento de anticuerpo,
incluyendo, aunque sin limitacién, fragmentos de anticuerpo F(ab), F(ab')2, Fab'-SH, Fv o scFv.

Ensayos

La presente divulgacién proporciona proteinas de unién a antigeno que se unen a polipéptidos CD38 humanos y/o de
macaco, inducen la proliferacién de linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T CD4+ y/o CD8+) y/o inducen la apoptosis de
células CD38+. En este documento se proporcionan ensayos ejemplares para medir estos parametros e identificar
dichas proteinas de union. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la afinidad de union entre una proteina de unién o
fragmento de unién a antigeno de la misma y un polipéptido CD38 purificado se mide por SPR (por ejemplo, como se
describe mas abajo), y |a afinidad de unién entre una proteina de unién o fragmento de unién a antigeno de la misma
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y un polipéptido CD38 expresado en la superficie de una célula se mide por citometria de flujo (por ejemplo, como se
describe mas abajo).

En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno de una proteina de unién de la presente divulgacién se une al
polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una constante de
disociacion en equilibrio (Kp) de 20 nM o menos, 15 nM o menos, 12 nM o menos, 10 nM o0 menos, 5 nM o menos, 2
nM o menos, 1 nM o menos, o 0,8 nM o menos, medida por un ensayo de citometria de flujo usando células que
expresan el polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 en su superficie
celular, por ejemplo, como se describe mas abajo. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une al
polipéptido CD38 de macaco cangrejero que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 con una
constante de disociacién en equilibrio (Kp) de 20 nM o0 menos, 15 nM o menos, 12 nM o menos, 10 nM o0 menos, 5 nM
0 menos, 2 nM o menos, 1 nM 0 menos, o 0,75 nM o menos, medida por un ensayo de citometria de flujo usando
células que expresan el polipéptido CD38 de macaco cangrejero que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ
ID NO: 30 en su superficie celular, por ejemplo, como se describe mas abajo. En algunas realizaciones, el sitio de
unién a antigeno se une al polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1
con una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de 20 nM o menos, 15 nM o menos, 12 nM o0 menos, 10 nM o
menos, 5 nM o menos, 2 nM o menos, 1 nM o0 menos, o 0,83nM o menos, medida por un ensayo de SPR usando €l
polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, por ejemplo, como se
describe mas abajo. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une al polipéptido CD38 de macaco
cangrejero que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 30 con una constante de disociacion en
equilibrio (Ko} de 20 nM o menos, 15 nM o0 menos, 12 nM o0 menos, 10 nM 0 menos, 5 nM o0 menos, 3,5 nM 0 menos,
1,5 nM o0 menos, o0 1,0 nM o0 menos, medida por un ensayo de SPR usando el polipéptido CD38 de macaco cangrejero
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30, por ejemplo, como se describe mas abajo. Como se
demuestra en este documento, en algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgaciéon puede
poseer una o mas de las propiedades de unién ejemplares descritas en este documento. En algunas realizaciones, la
KD se mide a 4 °C o0 25 °C.

En algunas realizaciones, una proteina de unién monoespecifica de la presente divulgaciéon posee una o mas de los
siguientes rasgos caracteristicos: se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que
comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 1) como proteina purificada, como se ensaya por SPR o
ELISA; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1) como proteina purificada con una Kp de 20 nM o menos, 15 nM o0 menos, 12 nM o
menos, 10 nM o menos, 5 nM 0 menos, 2 nM o menos, 0 1,5 nM 0 menos, como se ensaya por SPR o ELISA; se une
al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1) expresado en la superficie de una célula, como se ensaya por citometria de flujo; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1) expresado en la superficie de una célula con una K p aparente de 20 nM o menos, 15 nM o menos, 12 nM o
menos, 10 nM o0 menos, 5 nM o menos, 2 nM 0 menos, 0 1 nM 0 menos, como se ensaya por citometria de flujo; se
une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 30) como proteina purificada, como se ensaya por SPR o ELISA; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 30) como proteina purificada con una Kp de 20 nM o menos, 15 nM o menos, 12 nM o menos, 10 nM
0 menos, 5 nM 0 menos, 2 nM o menos, 1 nM 0 menos, como se ensaya por SPR o ELISA; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula, como se ensaya por citometria de flujo; se une al dominio
extracelular de un polipéptido CD38 de macaco cangrejero (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 30) expresado en la superficie de una célula con una Kp aparente de 20 nM o menos, 15 nM o menos,
12 nM o0 menos, 10 nM o menos, 5 nM o menos, 2 nM o0 menos, 1 nM o menos, como se ensaya por citometria de
flujo; se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano de isoforma E (por ejemplo, que comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 105) como proteina purificada, como se ensaya por SPR o ELISA; se une
al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano de isoforma E (por ejemplo, que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 105) expresado en la superficie de una célula, como se analiza por citometria de flujo;
induce apoptosis o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de una célula que expresa CD38 en su
superficie celular; y tiene una 0 mas mutaciones (por ejemplo, en una regién Fc¢) que provocan una unién disminuida
a FcyRI y/o FcyRIl, en comparacién con la misma proteina de unién sin la una o mas mutaciones. En algunas
realizaciones, una proteina de union de la presente divulgacion se une a un polipéptido CD38 (por ejemplo, humano
o de macaco cangrejero) expresado en la superficie de una célula con una CE50 de 20 nM o menos, 15 nM o0 menos,
12 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM o menos, 2 nM o menos, o 1 nM 0 menos, como se ensaya por citometria de
flujo. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se une a un polipéptido CD38 (por
ejemplo, humano o de macaco cangrejero) como proteina purificada con una CE50 de 20 nM o menos, 15 nM o
menos, 12 nM o menos, 10 nM o0 menos, 5 nM o0 menos, 2 nM o0 menos, o 1 nM 0 menos, como se ensaya por ELISA.
En algunas realizaciones, la KD se mide a 4 °C o 25 °C.

Acidos nucleicos
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Se usan metodologias convencionales de ADN recombinante para construir los polinucleétidos que codifican los
polipéptidos que forman las proteinas de unién, incorporar estos polinucledtidos en vectores de expresion
recombinante e introducir dichos vectores en células hospedadoras. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3.2 ed.). Pueden
realizarse reacciones enzimaticas y técnicas de purificacién de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como
se consigue normalmente en la técnica, o como se describe en este documento. Salvo que se proporcionen
definiciones especificas, la nomenclatura utilizada a propoésito de, y los procedimientos de laboratorio y técnicas de,
quimica analitica, quimica organica sintética y quimica medicinal y farmacéutica descrita en este documento son los
bien conocidos y cominmente usados en la técnica. Asimismo, pueden usarse técnicas convencionales para sintesis
quimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulacién, administracién y tratamiento de pacientes.

En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado esta unido de forma funcional a un promotor heterélogo para dirigir
la transcripcion de la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de unién. Un promotor puede referirse a
secuencias de control de acido nucleico que dirigen la transcripcién de un acido nucleico. Una primera secuencia de
acido nucleico esté unida de forma funcional a una segunda secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia
de acido nucleico se pone en una relacion funcional con la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un
promotor esta unido de forma funcional a una secuencia codificante de una proteina de unién si el promotor afecta a
la transcripcién o expresion de la secuencia codificante. Ejemplos de promotores pueden incluir, aunque sin limitacion,
promotores obtenidos de los genomas de virus (tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal
como adenovirus 2}, virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la
hepatitis B, virus 40 del simio (SV40) y similares), de promotores eucariotas heterdlogos (tales como el promotor de
actina, un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico y similares), el promotor de CAG (Niwa et
al., Gene 108(2):193-9, 1991), el promotor de la fosfoglicerato cinasa (PGK), un promotor inducible de tetraciclina
(Masui et al., Nucleic Acids Res. 33:e43, 2005), el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, regiones
operadoras y promotoras principales de fago lambda, el promotor para la 3-fosfoglicerato cinasa, los promotores de
fosfatasa acida de levadura y el promotor de los factores de apareamiento alfa de levadura. Los polinucleétidos que
codifican proteinas de unién de la presente divulgacion pueden estar bajo el control de un promotor constitutivo, un
promotor inducible o cualquier otro promotor adecuado descrito en este documento u otro promotor adecuado que
reconocera facilmente un experto en la materia.

En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado esta incorporado en un vector. En algunas realizaciones, el vector
es un vector de expresion. Los vectores de expresién pueden incluir una o mas secuencias reguladoras unidas de
forma funcional al polinucleétido a expresar. La expresién "secuencia reguladora” incluye promotores, potenciadores
y otros elementos de control de la expresién (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién). Ejemplos de potenciadores
adecuados pueden incluir, aunque sin limitacion, secuencias potenciadoras de genes de mamifero (tales como globina,
elastasa, albumina, a-fetoproteina, insulina y similares) y secuencias potenciadoras de un virus de células eucariotas
(tal como el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacién (pb 100-270), el potenciador del promotor
temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma en el lado tardio del origen de replicacién, potenciadores de
adenovirus y similares). Ejemplos de vectores adecuados pueden incluir, por ejemplo, plasmidos, césmidos, episomas,
transposones y vectores viricos (por ejemplo, vectores adenoviricos, del virus de la variolovacuna, del virus Sindbis,
del virus del sarampion, del virus del herpes, lentiviricos, retroviricos, de virus adenoasociados, etc.). Los vectores de
expresion pueden usarse para transfectar células hospedadoras, tales como, por ejemplo, células bacterianas, células
de levadura, células de insecto y células de mamifero. Vectores viricos y plasmidicos de ADN biolégicamente
funcionales con capacidad de expresién y replicacién en un hospedador son conocidos en la técnica, y pueden usarse
para transfectar cualquier célula de interés.

Otros aspectos de la presente divulgacion se refieren a un sistema de vector que comprende uno o mas vectores que
codifican una primera, segunda, tercera y cuarta cadena polipeptidica de cualquiera de las proteinas de unién descritas
en este documento. En algunas realizaciones, el sistema de vector comprende un primer vector que codifica la primera
cadena polipeptidica de la proteina de union, un segundo vector que codifica la segunda cadena polipeptidica de la
proteina de unién, un tercer vector que codifica la tercera cadena polipeptidica de la proteina de unién y un cuarto
vector que codifica la cuarta cadena polipeptidica de la proteina de unién. En algunas realizaciones, el sistema de
vector comprende un primer vector que codifica la primera y segunda cadenas polipeptidicas de la proteina de unién,
y un segundo vector que codifica la tercera y cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina de unién. En algunas
realizaciones, el sistema de vector comprende un primer vector que codifica la primera y tercera cadenas polipeptidicas
de la proteina de unién, y un segundo vector que codifica la segunda y cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina
de union. En algunas realizaciones, el sistema de vector comprende un primer vector que codifica la primera y cuarta
cadenas polipeptidicas de la proteina de unién, y un segundo vector que codifica la segunda y tercera cadenas
polipeptidicas de la proteina de unién. En algunas realizaciones, el sistema de vector comprende un primer vector que
codifica la primera, segunda, tercera y cuarta cadenas polipeptidicas de la proteina de unién. El uno o mas vectores
del sistema de vector puede ser cualquiera de los vectores descritos en este documento. En algunas realizaciones, el
uno o mas vectores son vectores de expresion.

Células hospedadoras aisladas
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Otros aspectos de la presente divulgacion se refieren a una célula hospedadora aislada que comprende uno o mas
polinucleétidos aislados, vectores y/o sistemas de vector descritos en este documento. En algunas realizaciones, la
célula hospedadora es una célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli). En algunas realizaciones, la célula
hospedadora es una célula de levadura (por ejemplo, una célula de S. cerevisiae). En algunas realizaciones, la célula
hospedadora es una célula de insecto. Ejemplos de células hospedadoras de insecto pueden incluir, por ejemplo,
células de Drosophila (por ejemplo, células S2), células de Trichoplusia ni (por ejemplo, células High Five™) y células
de Spodoptera frugiperda (por ejemplo, células Sf21 o Sf9). En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una
célula de mamifero. Ejemplos de células hospedadoras de mamifero pueden incluir, por ejemplo, células embrionarias
de rifidn humano (por ejemplo, células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension), células
Expi293TM, células CHO, células de rifién de cria de hamster (por ejemplo, BHK, ATCC CCL 10), células de Sertoli
de ratén (por ejemplo, células TM4), células de rifidén de mono (por ejemplo, CV1 ATCC CCL 70), células renales de
mono verde africano (por ejemplo, VERO-76, ATCC CRL-1587), células de carcinoma cervicouterino humano (por
ejemplo, HELA, ATCC CCL 2), células renales de canido (por ejemplo, MDCK, ATCC CCL 34), células hepaticas de
rata bufalo (por ejemplo, BRL 3A, ATCC CRL 1442), células de pulmén humano (por ejemplo, W138, ATCC CCL 75),
células hepaticas humanas (por ejemplo, Hep G2, HB 8065), células tumorales mamarias de ratén (por ejemplo, MMT
060562, ATCC CCL51), células TRI, células MRC 5, células FS4, una linea de hepatoma humano (por ejemplo, Hep
G2) y células de mieloma (por ejemplo, células NSO y SP2/0).

Otros aspectos de la presente divulgacion se refieren a un método de produccién cualquiera de las proteinas de unién
descritas en este documento. En algunas realizaciones, el método incluye a) cultivar una célula hospedadora (por
ejemplo, cualquiera de las células hospedadoras descritas en este documento) que comprende un &cido nucleico
aislado, vector y/o sistema de vector (por ejemplo, cualquiera de los acidos nucleicos aislados, vectores y/o sistemas
de vectores descritos en este documento) en condiciones tales que la célula hospedadora exprese la proteina de
unién; y b) aislar la proteina de unién de la célula hospedadora. Los métodos de cultivo de células hospedadoras en
condiciones para expresar una proteina son bien conocidos por los expertos en la materia. Los métodos de aislamiento
de proteinas de células hospedadoras cultivadas son bien conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, por
ejemplo, por cromatografia de afinidad (por ejemplo, cromatografia de afinidad en dos etapas que comprende
cromatografia de afinidad de proteina A seguida de cromatografia de exclusién por tamafio).

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se purifica por cromatografia de afinidad
de proteina A, cromatografia de afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de
acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare) y opcionalmente cromatografia de afinidad de cadena
ligera lambda (por ejemplo, usando una resina LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE
Healthcare). En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion se purifica por cromatografia
de afinidad de proteina A, cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una resina
LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare) y opcionalmente cromatografia de
afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del
fabricante; GE Healthcare). En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende dos regiones Fc, que
comprenden cada una un dominio Crs, y solo uno de los dominios Chz comprende sustituciones aminoacidicas en las
posiciones correspondientes a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en
donde las sustituciones aminoacidicas son H435R y Y436F. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente divulgacion se purifica por cromatografia de afinidad de proteina A, después cromatografia de afinidad de
cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante;
GE Healthcare), después opcionalmente cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una
resina LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare) en secuencia. En algunas
realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se purifica por cromatografia de afinidad de proteina
A, después cromatografia de afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una resina LambdaFabSelect de
acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare), después opcionalmente cromatografia de afinidad de
cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante;
GE Healthcare) en secuencia. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la proteina de unién se pone en contacto con
proteina A, se eluye de la proteina A en condiciones adecuadas para aislar la proteina de unién de proteinas de unién
que comprenden 0 o 2 dominios Cha que comprenden las sustituciones aminoacidicas H435R y Y436F, se pone en
contacto con un medio de afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, como se usa en la resina KappaSelect;, GE
Healthcare) y se eluye del medio de afinidad de cadena ligera kappa en condiciones adecuadas para aislar la proteina
de unién de proteinas de unién que comprenden solo dominios CL lambda (por ejemplo, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante). Las condiciones adecuadas para la elucién de la proteina A son conocidas en la técnica,
incluyendo, sin limitacién, un gradiente en elucién por etapas de pH 4,5-2,8. En algunas realizaciones, se emplea la
proteina A o una variante de proteina A (til para la purificacién de proteinas. En algunas realizaciones, la proteina A
esta unida a un sustrato o resina, por ejemplo, como parte de un medio de cromatografia. En algunas realizaciones,
después de la elucién del medio de afinidad de cadena ligera kappa, la proteina de unién se pone en contacto con un
medio de afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, como se usa en la resina LambdaFabSelect, GE Healthcare)
y se eluye del medio de afinidad de cadena ligera lambda en condiciones adecuadas para aislar la proteina de unién
de proteinas de unién que comprenden solo dominios C. kappa (por ejemplo, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante). En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacion se detecta usando
cromatografia HIC. En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende: una primera cadena de polipéptidos
que comprende un dominio C. lambda; un dominio Cns de una segunda cadena de polipéptidos que comprende
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sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana
segun el indice EU, en donde las sustituciones de aminoéacidos son S354C y T366W,; un dominio Cxz de una tercera
cadena de polipéptidos que comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 349, 366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana segun el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R y Y436F; y una cuarta cadena de polipéptidos que comprende
un dominio CL kappa. En algunas realizaciones, la proteina de unién se produce por una célula hospedadora. En
algunas realizaciones, la proteina de unién se purifica de un medio de cultivo celular o extracto de células
hospedadoras. En algunas realizaciones, las proteinas de unién se secretan por una célula hospedadora o se
producen y extraen de una célula hospedadora (por ejemplo, antes de ponerse en contacto con la proteina A). En
algunas realizaciones, la proteina de unién esta en un medio de cultivo celular o extracto de células hospedadoras
cuando se pone en contacto con la proteina A. En algunas realizaciones, la proteina de unién se purifica de otras
proteinas de union, polipéptidos y/u otros componentes celulares.

IV. Usos para las proteinas de union

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente divulgacién se administra a un paciente que lo necesita
para el tratamiento o prevencion del cancer. En algunas realizaciones, la presente divulgacién se refiere la prevencion
y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno proliferativo, que es cancer. En algunas realizaciones, comprende
administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una de las proteinas de unién, o
composiciones farmacéuticas relacionadas con las mismas, descritas en este documento. En algunas realizaciones,
la presente divulgacion se refiere a al menos una de las proteinas de unién, o composiciones farmacéuticas
relacionadas con las mismas, descritas en este documento para su uso para prevenir y/o tratar una enfermedad o
trastorno proliferativo, que es cancer, en un paciente que lo necesita. En algunas realizaciones, el paciente es un ser
humano. En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende un sitio de unién a antigeno que se une a una
proteina de superficie de linfocitos T y otro sitio de unién a antigeno que se une al dominio extracelular de un polipéptido
CD38 humano, por ejemplo, como se describe en la seccion Il mas arriba. En algunas realizaciones, la proteina de
unién comprende un sitio de unién a antigeno que se une al dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano, un
sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD28 humano y un sitio de unién a antigeno que se une a un
polipéptido CD3 humano.

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

En algunas realizaciones, el cancer es mieloma multiple, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mielégena aguda, linfoma, cancer de mama tal como cancer de mama Her2+, cancer de prostata, linfoma
de linfocitos B centrales germinales o leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B. En determinadas realizaciones, el
cancer es mieloma miltiple. En determinadas realizaciones, el cancer es leucemia mielégena aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL) o un linfoma de linfocitos B.

En determinadas realizaciones, el cancer es mieloma mdultiple. Se han ensayado anticuerpos anti-CD38 para el
tratamiento de mieloma multiple, tales como daratumumab e isatuximab. Sin embargo, aunque el mieloma mdltiple se
considera tratable, la recidiva es inevitable en casi todos los pacientes, lo que da lugar al desarrollo de enfermedad
resistente al tratamiento. En algunas realizaciones, el cancer es mieloma multiple recidivante o resistente. En algunas
realizaciones, el paciente se ha tratado con un tratamiento previo de mieloma multiple. En algunas realizaciones, una
proteina de union de la presente divulgacién se administra al paciente como un tratamiento de 1.2, 2.2 0 3.2 linea para
mieloma multiple. Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, se cree que una proteina de unién anti-CD38xanti-
CD28xanti-CD3 de la presente divulgacioén puede ser Util en el tratamiento de mieloma multiple, por ejemplo, mediante
el reclutamiento de linfocitos T hacia células tumorales a través de anti-CD38 (o anti-CD28/anti-CD38), la activacién
de linfocitos T acoplados a través de anti-CD3/anti-CD28, y/o la destruccién de células tumorales a través de
mecanismos basados en perforina/granzima. Se ha informado que CD28 es un marcador canceroso novedoso para
mieloma multiple. Véase Nair, J.R. et al. (2011) J. Immunol. 187:1243-1253.

En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra (o tiene que administrarse) en combinacién
con uno o mas tratamientos antineoplasicos (por ejemplo, cualquier tratamiento antineoplasico conocido en la técnica,
tal como un agente o tratamiento quimioterapico). En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se
administra (o tiene que administrarse)} antes del uno o0 mas tratamientos antineoplasicos. En algunas realizaciones, la
al menos una proteina de unién se administra (o tiene que administrarse) simultdneamente con el uno o mas
tratamientos antineoplasicos. En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra (o tiene que
administrarse) después del uno o mas tratamientos antirretroviricos.
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V. Composiciones terapéuticas de proteina de union y administracion de las mismas

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden proteinas de unién estan dentro del alcance de la
divulgacion. Dichas composiciones terapéuticas o farmacéuticas pueden comprender una cantidad terapéuticamente
eficaz de una proteina de unién, o conjugado de proteina de unién-farmaco, en mezcla con un agente de formulacién
farmacéutica o fisiolégicamente aceptable seleccionado por su idoneidad con el modo de administracion.

Materiales de formulacién aceptables son preferentemente atoxicos para los destinatarios a las dosis vy
concentraciones empleadas.

La composicién farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar, mantener o conservar, por
ejemplo, el pH, la osmolaridad, |a viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad,
la tasa de disolucién o liberacién, la adsorcién o la penetracién de la composicién. Materiales de formulacion
adecuados incluyen, aunque sin limitacion, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina),
agentes antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido ascérbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio),
tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos), agentes de volumen
(tales como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como acido etilendiaminatetraacético (EDTA)), agentes
formadores de complejos (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina),
rellenos, monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa o dextrinas), proteinas
(tales como seroalbUumina, gelatina o inmunoglobulinas), colorantes, aromatizantes y diluyentes, agentes
emulsionantes, polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona), polipéptidos de bajo peso molecular, contraiones
formadores de sales (tales como sodio), conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido
salicilico, tiomersal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sorbico o perbéxido de
hidrégeno), disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol), alditoles (tales como manitol o sorbitol),
agentes de suspension, tensioactivos o agentes humectantes (tales como Pluronic; PEG; ésteres de sorbitan;
polisorbatos tales como polisorbato 20 o polisorbato 80; tritdn; trometamina; lecitina; colesterol o tiloxapal), agentes
potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como
haluros de metales alcalinos - preferiblemente cloruro de sodio o potasio - o manitol sorbitol), vehiculos de
administracién, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos (véase, por ejemplo, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES (18.2 Ed., A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990}, y ediciones
posteriores del mismo).

La composicién farmacéutica éptima la determinara un experto en la materia dependiendo de, por ejemplo, la via de
administracion prevista, el formato de administracion y la dosis deseada. Dichas composiciones pueden influir en el
estado fisico, la estabilidad, la tasa de liberacién in vivo y la tasa de depuracion in vivo de la proteina de unién.

El vehiculo o excipiente principal en una composicion farmacéutica puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa. Por
ejemplo, un vehiculo o excipiente adecuado para inyeccién puede ser agua, solucién salina fisioldégica o liquido
cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en composiciones para
administracién parenteral. Vehiculos adicionales ejemplares son solucion salina tamponada neutra o solucion salina
mezclada con seroalbumina. Otras composiciones farmacéuticas ejemplares comprenden tampén Tris de
aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampén acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que pueden incluir ademas sorbitol
0 un sustituto adecuado. En una realizacién de la divulgacién, las composiciones de proteina de unién pueden
prepararse para almacenamiento mezclando la composicién seleccionada que tiene el grado deseado de pureza con
agentes de formulacién opcionales en forma de una torta liofilizada o una solucién acuosa. Ademés, la proteina de
unién puede formularse como un liofilizado usando excipientes apropiados, tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden seleccionarse para administracién parenteral o
subcutanea. Como alternativa, las composiciones pueden seleccionarse para inhalacién o para administracion a través
del tubo digestivo, tal como por via oral. La preparacion de dichas composiciones farmacéuticamente aceptables esta
dentro de las habilidades de la técnica

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

Cuando se contempla administracién parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso pueden estar en forma
de una solucién acuosa apirdgena, aceptable por via parenteral, que comprende la proteina de union deseada en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente adecuado para inyeccién parenteral es agua
destilada estéril en la que una proteina de unién se formula como una solucion isoténica estéril, apropiadamente
conservada. Otra preparacién mas puede implicar la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal como
microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como &cido polilactico o &cido
poliglicélico), esferas o liposomas, que proporcionan liberacién controlada o mantenida del producto que entonces
puede administrarse mediante inyeccion de absorcion retardada. También puede usarse acido hialurénico, y este
puede tener el efecto de promover la duracién mantenida en la circulacién. Otros medios adecuados para la
introduccién de la molécula deseada incluyen dispositivos implantables de administracion de farmacos.
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En una realizacién, una composicion farmacéutica puede formularse para inhalacién. Por ejemplo, una proteina de
unién puede formularse como un polvo seco para inhalacién. También pueden formularse soluciones para inhalacion
de proteina de unién con un propulsor para la administracién de aerosol. En otra realizacién mas, pueden nebulizarse
las soluciones.

También se contempla que determinadas formulaciones puedan administrarse por via oral. En una realizacion de la
divulgacion, las proteinas de unién que se administran de este modo pueden formularse con o sin los vehiculos
habitualmente usados en la formulacién de formas farmacéuticas sélidas, tales como comprimidos y céapsulas. Por
ejemplo, una capsula puede disefiarse para liberar la parte activa de formulacién en el punto del tubo gastrointestinal
en gue la biodisponibilidad es maxima y la degradacion presistémica es minima. Pueden incluirse agentes adicionales
para facilitar la absorcién de la proteina de unién. También pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo
punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes disgregantes de comprimidos y
aglutinantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de proteinas de unién en una mezcla con
excipientes atéxicos que son adecuados para la fabricacién de comprimidos. Disolviendo los comprimidos en agua
estéril, u otro vehiculo apropiado, pueden prepararse soluciones en forma de dosis unitaria. Excipientes adecuados
incluyen, aunque son limitacion, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio,
lactosa o fosfato de calcio; o aglutinantes, tales como almidén, gelatina o goma arébiga; o agentes lubricantes, tales
como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Composiciones farmacéuticas adicionales de la divulgacién seran evidentes para los expertos en la materia,
incluyendo formulaciones que implican proteinas de unién en formulaciones de administracién mantenida o controlada.
Las técnicas para formular una diversidad de otros medios de administracién mantenida o controlada, tales como
vehiculos de liposomas, microparticulas bioerosionables o microesferas porosas e inyecciones de absorcién
retardada, también son conocidas por los expertos en la materia. Ejemplos adicionales de preparaciones de liberacién
mantenida incluyen matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas
o microcapsulas. Las matrices de liberacién mantenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos, copolimeros
de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato, poli(2-hidroxietil-metacrilato), etileno-acetato de vinilo o acido poli-D(-
)-3-hidroxibutirico. Las composiciones de liberacién mantenida también pueden incluir liposomas, que pueden
prepararse por cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas a usar para administracion in vivo tipicamente deben ser estériles. Esto se puede
conseguir por filtracién a través de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicién esta liofilizada, la
esterilizaciéon usando este método puede realizarse antes de, o después de, la liofilizacién y reconstitucién. La
composicién para administracion parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solucién. Ademas, las
composiciones parenterales en general se colocan en un recipiente que tiene una via de acceso estéril, por ejemplo,
una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un tapén perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica.

Una vez que la composicion farmacéutica se ha formulado, puede almacenarse en viales estériles como una solucién,
suspensién, gel, emulsién, sélido o como un polvo deshidratado o liofilizado. Dichas formulaciones pueden
almacenarse en una forma lista para su uso o en una forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere reconstitucién antes
de su administracién.

La divulgacién también engloba kits para producir una unidad de administracién de una sola dosis. Cada uno de los
kits puede contener tanto un primer recipiente que tiene una proteina secada como un segundo recipiente que tiene
una formulacién acuosa. También se incluyen dentro del alcance de esta divulgacién kits que contienen jeringas
precargadas de una y multiples camaras (por ejemplo, jeringas y liojeringas de liquidos).

La cantidad eficaz de una composicién farmacéutica de proteina de uniéon a emplear terapéuticamente dependera, por
ejemplo, del contexto y los objetivos terapéuticos. Por tanto, un experto en la materia apreciara que los niveles de
dosis apropiados para el tratamiento variaran dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la indicacién para
la que se usa la proteina de unién, la via de administracién y el tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafio
del 6rgano) y el estado (la edad y salud general) del paciente. Por consiguiente, el profesional clinico puede valorar la
dosis y modificar la via de administracion para obtener el efecto terapéutico éptimo.

La frecuencia de administracion dependera de los parametros farmacocinéticos de la proteina de unién en la
formulacién que se esté usando. Tipicamente, un profesional clinico administrara la composicién hasta que se alcance
una dosis que consiga el efecto deseado. Por lo tanto, la composicién puede administrarse como una sola dosis, como
dos o mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de molécula deseada) a lo largo del tiempo, o como
una infusién continua mediante un dispositivo o catéter de implante. El ajuste adicional de la dosis apropiada lo hace
rutinariamente el experto en la materia y esta dentro del ambito de las tareas rutinariamente realizadas por ellos.
Pueden determinarse dosis apropiadas mediante el uso de datos apropiados de respuesta a la dosis.

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 579 T3

La via de administracion de la composicion farmacéutica es de acuerdo con métodos conocidos, por ejemplo, por via
oral; a través de inyeccidén por via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracerebroventricular,
intramuscular, intraocular, intrarterial, intraportal o intralesional, por sistemas de liberacion mantenida; o por
dispositivos de implante. Cuando se desee, las composiciones pueden administrarse por inyeccién en embolada o
continuamente por infusién, o por dispositivo de implante.

La composicién también puede administrarse de forma local por implante de una membrana, esponja u otro material
apropiado en el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. Cuando se usa un dispositivo de implante,
el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u 6rgano adecuado, y la administracién de la molécula deseada
puede ser por difusién, bolo de adsorcion lenta o administracién continua.

Ejemplos

Los ejemplos que siguen son ilustrativos de realizaciones especificas de la divulgacién, y diversos usos de las mismas.
Los anticuerpos triespecificos no forman parte de la presente

invencién.

La siguiente terminologia puede usarse indistintamente en los ejemplos y los dibujos en este documento para referirse
a dominios o anticuerpos de unién a antigeno anti-CD38 especificos:

antiCD38_C2-CD38-1: mAb1

antiCD38_C2-CD38-1_VH1-VL1 o0 CD38vn1: mAb2

antiCD38_C2-CD38-1_VH3-VL3: mAb3

antiCD38_C2-CD38-1_VH5-VL3: mAb4

antiCD38_C2-CD38-1_VH6-VL3: mAb5

antiCD38_1370 o CD38HHy1370: MAbB

antiCD38_SB19 o isatuximab: mAb7.

Ejemplo 1: Generacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales anti-CD38

Los ejemplos que siguen describen la generacién y caracterizacién de anticuerpos monoclonales anti-CD38.
Ventajosamente, los anticuerpos proporcionados en este documento reaccionan de forma cruzada con proteinas CD38
humanas y de mono, proporcionando de este modo moléculas que pueden usarse tanto para estudios de seguridad
como clinicos. Estos anticuerpos también pueden destruir células CD38+ por apoptosis y citotoxicidad mediada por
células dependientes de anticuerpos (ADCC).

Este ejemplo describe un flujo de trabajo eficaz para generar anticuerpos monoclonales especificos de CD38 y de
reactividad cruzada a partir de linfocitos B murinos individuales.

Materiales y métodos

Generacion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos contra CD38 humano se generaron usando el dominio extracelular de CD38 humano R45-1300 (SEQ
ID NO: 1). Véase Q. Liu, I. Krilkksunov, R. Graeff, C. Munshi, H.C. Lee, y Q. Hao 2005 Structure 13:: 1331-1339. El
inmundgeno se administré directamente, con un adyuvante para estimular la respuesta inmunitaria, a ratones BalbC
normales o0 a ratones transgénicos Trianni Mice™ (Trianni, San Francisco, CA) que comprenden ADN que codifica
regiones variables de la cadena pesada y ligera kappa de inmunoglobulina humana.

Se usaron diversas proteinas CD38 recombinantes derivadas de la isoforma A con diferentes marcas y mutaciones
puntuales (SEQ ID NO: 2, 3, 4 y 28), y una versién marcada de la isoforma E de CD38 (SEQ ID NO: 105) que abarcan
el dominio extracelular de CD38 de R45-P203. Las proteinas se produjeron mediante expresién transitoria en células
de mamifero. Las secuencias de ADN codificantes se clonaron en plasmidos de expresion de mamifero bajo el control
del potenciador/promotor de CMV vy sefiales de poliA de SV40. Se transfectaron de forma transitoria células HEK293
(Invitrogen; n.° K9000-10) con los plasmidos de expresion usando el sistema de expresion FreeStyle™ MAX 293 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Inmunizacion de ratones y seleccion de linfocitos B

Los anticuerpos anti-CD38 también se aislaron directamente de linfocitos B positivos al antigeno sin fusién a células
de mieloma. Usando este método, se obtuvieron varios anticuerpos anti-CD38, tales como mAb1 (véase SEQ ID NO:
5y 6 para las secuencias de VH y VL, respectivamente, y SEQ ID NO: 7 y 8 para las secuencias de la cadena pesada
y la cadena ligera, respectivamente). En resumen, ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad (S082342;
Charles River Labs, Bar Harbor, ME) recibieron cada uno tres rondas de inmunizacion a lo largo de un ciclo de 41 dias
usando el método clasico como se describe por A. Wennerberg et al. (1993 Am. J. Pathol. 143:1050-1054). El antigeno
se administrd por via intraperitoneal al sitio ventral de los ratones. Tres dias después de la Gltima inyeccién, los ratones
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se sacrificaron y se aislaron asépticamente los bazos y se lavaron con medio RPMI reciente. Los linfocitos se liberaron
de los bazos y la suspension unicelular se lavo dos veces con medio RPMI antes de clasificarse usando una estrategia
de clasificacién de cuatro colores que incluia un panel de anticuerpos fluorescentes y proteinas CD38 humanas y de
mono dobles, y luego se separaron usando clasificacién de células por citometria de flujo para aislar los linfocitos B
especificos de CD38-IgG con reactividad cruzada entre ser humano/mono. Las células individuales se clasificaron
directamente en tubos de PCR para amplificar pares afines de genes de VH y VL mediante RT-PCR (T. Tiller, C. Busse
y H. Wardemann 2009 J. Immunol. Methods 350:183-193). EI ADN resultante se secuencio.

El ADN resultante se cloné en un vector de expresion de mamifero que codificaba respectivamente IgG1 humana o
los dominios Ck humanos para su expresién transitoria en células HEK293 usando el sistema de expresiéon FreeStyle™
MAX 293 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los lotes se purificaron por cromatografia de afinidad de
proteina A (MabSelect, GE Heathcare). El eluido se dializé frente a PBS antes de la filtraciéon en condiciones estériles
y almacenamiento a 4 °C.

Generacion de anticuerpos por inmunizacion en ratones transgenicos de inmunoglobulina humana y
seleccion utilizando tecnologia de hibridoma

Las inmunizaciones, la fusién y el cribado se realizaron utilizando células de mieloma P3X63-Ag8.653 con el dominio
extracelular de CD38 humano como se describe en Kilpatrick et al. 1997 Hybridoma 16: 381389. Usando el método
RIMMS descrito por Kilpatrick et al., ratones trangénicos Trianni Mice™ hembra de 6-8 semanas de edad que
comprenden ADN que codifica las regiones variables de la cadena pesada y ligera kappa de inmunoglobulina humana
recibieron cada una cuatro ciclos de inmunizacién durante un transcurso de 14 dias a intervalos de 3-4 dias. La
proteina CD38 emulsionada en adyuvante de RIBI (Sigma n.° T2684) se administré por via subcutanea a seis sitios
proximales a los ganglios linfaticos drenantes, a lo largo del lomo de los ratones y a seis sitios yuxtapuestos a lo largo
del abdomen. Cuatro dias después de la dltima inyeccién, los ratones se sacrificaron. Los ganglios linfaticos popliteos
bilaterales, inguinales superficiales, axilares y branquiales se aislaron asépticamente y se lavaron con medio RPMI
reciente. Los linfocitos se liberaron de los ganglios linfaticos y la suspensién unicelular se lavd dos veces con medio
RPMI antes de fusionarse con células de mieloma P3X63-AG8.653 usando polietilenglicol. Después de la fusién, la
mezcla celular se incubd en un estufa de incubacién a 37 °C durante 16-24 horas. La preparacién celular resultante
se transfirié a medio semisélido selectivo, se sembré asépticamente en placas de Petri de 100 mmy se incubé a 37 °C.
Diez dias después del inicio de |a seleccidn, las placas se examinaron para detectar el crecimiento del hibridoma, y se
recogieron colonias visibles y se colocaron en placas de 96 pocillos que contenian 200 ul de medio de crecimiento.
Las placas de 96 pocillos se mantuvieron en una estufa de incubacién a 37 °C durante 2 a 4 dias. Usando esta técnica,
y el inmunégeno descrito anteriormente, se obtuvieron varios anticuerpos quiméricos anti-CD38 tales como mAb 6
(véase SEQ ID NO: 9y 10 para las secuencias de VH y VL, respectivamente, y SEQ ID NO: 11 y 12 para las secuencias
de la cadena pesada y la cadena ligera, respectivamente). Las secuencias de VH y VL se recuperaron por RT-PCR y
se produjo mAb 6 mediante expresién transitoria como se describe anteriormente.

Afinidad de union a dominios extracelulares de CD38 solubles

Las propiedades de unién de los mAb anti-huCD38 se evaluaron usando un BlAcore 2000 (BlAcore Inc., Uppsala, NJ).
En resumen, se acoplé un chip biosensor CM5 BlAcore en el instrumento y se activé con 250 ul de NHS/EDC 1:1 a
temperatura ambiente. Se inmovilizé una IgG1 de ratén anti-Fc humano (GE Healthcare n.? BR-1008-39) (13,5 pg/ml
en tampén acetato 0,05 M, PH5) en los chips activados en las cubetas de flujo 1. La inmovilizacién se llevé a cabo a
un caudal de 5 pl/min. A continuacién, el chip se bloque6é mediante inyecciéon de 55 pl de etanolamina-HCI, pH 8,5,
seguido de cinco lavados con NaOH 50 mM, NaCl 1 M. Para medir la unién de los mAb anti-CD38 a la proteina CD38
humana o la proteina CD38 de macaco, se usando anticuerpos a 2 pg/ml en tampén de migracién BlAcore (HBS-EP).
Se inyectaron antigenos (CD38 humano-histag (ID2) o CD38 de macaco-histag (ID3)) de 3 a 1000 nM. Una vez
completada la fase de inyeccion, se supervisé la disociacion en un tampén de migracién BlAcore al mismo caudal
durante 360 s. La superficie se regeneré entre inyecciones usando 30 pl de NaOH 50 mM-NaCl 1 M. Los sensogramas
individuales se analizaron usando el programa informatico BlAsimulation.

Afinidad de union a linfocitos pre-B que expresan CD38 humano

La unién de anticuerpos anti-CD38 a CD38 expresado en la superficie de linfocitos murinos recombinantes
preB::300.19 se determiné por citometria de flujo. La linea celular recombinante se describié por J. Deckket et al. 2014
Clin. Cancer Res 20:4574-4583. Se recubrieron linfocitos murinos preB::300.19 que expresaban CD38 a 40 000
células/pocillo en una placa de alta unién de 96 pocillos (MSD L15XB-3) y se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpos
anti-CD38 durante 45 min a 4 °C y se lavaron tres veces con BSA al 1 % en PBS. Se afiadieron 100 pl/pocillo de
anticuerpo de cabra anti-lgG humana conjugado con Alexa488 (Jackson ImmunoResearch; n.° 109-545-098) durante
45 min a 4 °C y se lavaron tres veces con BSA al 1 % en PBS. La unién del anticuerpo se evalud después de
centrifugacién y resuspensién de las células afadiendo 200 pl/pocillo de BSA al 1 % en PBS y se ley6é usando el
sistema de citometria de flujo Guava® easyCyte™ 8HT. Los valores de KD aparente y CE50 se estimaron usando el
programa informatico BIOST@T-BINDING y BIOST@T-SPEED, respectivamente.

Resultados
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La union del mAb1 recién aislado a células SU-DHL-8 o MOLP-8 humanas se compard con la de isatuximab usando
citometria de flujo (figura 1A). Ambos anticuerpos presentaron unién de alta afinidad a ambas lineas celulares. Sin
embargo, solo mAb1 pudo unirse a células que expresaban CD38 de macaco cangrejero en su superficie (figura 1B).

La unién a dominios extracelulares solubles de polipéptidos CD38 humanos y de macaco cangrejero se examiné para
detectar los anticuerpos mAb1 y mAb6 recién aislados usando resonancia de plasmones superficiales (SPR). Los
resultados de SPR se resumen en la tabla A.

Tabla A. Afinidad de unién de anticuerpos al dominio extracelular soluble de hCD38 y cCD38 como se determina por
ensayo SPR.

....................................................................................................................................................................................................................................................

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

5 Kd (s-1) KD (M) :Kd (s-1) KD (M)
‘mAbf 12,66E-04 13,36E-10 9,85E-05 13,90E-10
‘MmAb6 12,03E-04 1 1,44E-09 :1,90E-04 11,38E-09

También se usé citometria de flujo para examinar la unién de los anticuerpos anti-CD38 mAb1 y mAb6 a linfocitos
murinos pre-B que expresan polipéptido CD38 humano o de macaco cangrejero en su superficie celular. Los resultados
se muestran en la tabla B. Ambos anticuerpos ensayados presentaron unién de alta afinidad a linfocitos preB::300.19
que expresaban huCD38 o cCD38.

Tabla B. Afinidad de unién de anticuerpos a hCD38 o ¢cCD38 expresado por linfocitos murinos preB::300.10 como se
determina por citometria de flujo.

Estos resultados demuestran la generacion de anticuerpos que se unen con alta afinidad tanto a polipéptidos CD38
humanos como de macaco. Estos anticuerpos, a diferencia de otros anticuerpos anti-CD38, reaccionan de forma
cruzada con polipéptidos CD38 humanos y de macaco en forma extracelular soluble o expresados en la superficie de
células de mamifero.

Ejemplo 2: Disefio in silico de variantes anti-CD38 humanizadas
Este ejemplo describe la humanizacién de anticuerpos generados en el ejemplo 1.

Las secuencias de los dominios variables de mAb1 se analizaron in silico. La definicién del sistema internacional de
informacién ImMunoGeneTics para inmunoglobulinas (IMGT) se usé para identificar regiones determinantes de la
complementariedad (CDR).

En primer lugar, en paralelo, se emprendieron busquedas para identificar la combinacién méas cercana de secuencia
proteinica de la linea germinal de ratén y de la linea germinal humana para cada cadena variable. Esto se realizé
usando una bisqueda en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) frente a
bases de datos de secuencias proteinicas de la linea germinal de ratéon y humana. Para cada cadena de anticuerpo,
se encontraron las secuencias proteinicas de raton y humanas de V y J mas cercanas. La calificacion de esta identidad
de secuencia proteinica alta se midi6é por el porcentaje de identidad de la regién V. Los resultados de las busquedas
de la cadena ligera y pesada de mAb1 se presentan en las tablas C y D, respectivamente.

Tabla C. Secuencias proteinicas de la linea germinal humana y de ratén de la cadena ligera variable (V y J) mas
cercanas de mAb1.

Especie Alelo de V Identidad de la | AlelodedJ
region V (%)
[Homo sapiens] IGKV4-1*01 (imat) Funcional 66,34 % IGKJ1*01 (imgt) Funcional
Mejores lineas germinal
funcionales
[Mus musculus] IGKV3-10*01 (imgt) Funcional | 96,97 % IGKJ1*01 (imgt) Funcional
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Especie Alelo de V Identidad de la | AlelodedJ
region V (%)

Mejores lineas
germinales funcionales

Tabla D. Secuencias proteinicas de la linea germinal humana y de ratén de la cadena pesada variable (V y J) mas
cercanas de mAb1.

Especie Alelo de V Identidad de la | AlelodedJ
region V (%)
[Homo sapiens] IGHV1-3*01 (imgt) Funcional 69,39 % IGHJ4*01 (imgt) Funcional
Mejores lineas
| germinales funcionales
[Mus musculus] IGHV1-12*01 (imgt) Funcional | 87,76 % IGHJ3*01 (imgt) Funcional
Mejores lineas
germinales funcionales

A continuacioén, se cribaron las secuencias del dominio variable de mAb1 para detectar predisposiciones de secuencia,
tales como sitios de desamidacién, escision con acido, oxidacién o formacién de isoaspartato. La estructura de mAb1
se ha analizado mediante modelado 3D por homologia para definir la manera en que los residuos aminoacidicos
interactian de manera intra o intermolecular. Esta etapa dio lugar a la identificacion de un grupo de residuos
aminoacidicos que son estructuralmente importantes para las funcionalidades de mAb1, como la conformacién de las
CDR y la unién al antigeno. Estos residuos aminoacidicos se seleccionaron para que estuvieran presentes en las
secuencias variables de mAb1 humanizado.

Las CDR del mAb1 murino precursor se injertaron en las regiones flanqueantes relevantes. En funcién de los analisis
anteriores, se seleccionaron IGKV3-20*02 humano acoplado con IGKJ1*01 e IGHV1-3*01 humano acoplado con
IGHJ4*01 para que fueran la base para la humanizacioén de la cadena ligera variable y la cadena pesada variable de
mAb1, respectivamente. La cadena ligera de mAb1 present6é una identidad de un 64,52 % sobre la regién V con la
linea germinal de IGKV3-20*02 humano seleccionada. La cadena pesada de mAb1 presentd una identidad de un
69,39 % sobre la regién V con la linea germinal de IGHV1-3*01 humano seleccionada. Durante el proceso de
humanizacién, las CDR del mAb1 murino precursor se trasplantaron entre las regiones flanqueantes de la linea
germinal seleccionadas para recomponer secuencias variables de anticuerpo convencionales. Se presté atencion al
grupo identificado previamente de residuos aminoacidicos de mAb1 que son estructuralmente importantes para sus
funcionalidades, como se indicé anteriormente. Si era necesario, esos residuos aminoacidicos se remplazaron en las
secuencias recién creadas por su residuo de mAb1 exacto correspondiente. Esto corresponde a una etapa de
retromutacién para incorporar los residuos aminoacidicos de la secuencia precursora adecuados. Se incorporaron
algunas mutaciones de CDR tanto para humanizar como para evitar predisposiciones de secuencia en CDR
precursoras. Las secuencias variables ligeras y pesadas recién creadas se usaron para generar modelos de homologia
3D de la regién variable de mAb1 humanizada. Los modelos 3D se construyeron usando Model Antibody Framework
del paguete BIOVIA Discovery Studio.

Basandose en la estrategia de injerto de CDR, se generaron dos variantes para la cadena ligera variable (VL1 y VL3)
y cuatro variantes para la cadena pesada variable (VH1, VH3, VH5 y VHB6). La combinacién particular de residuos
aminoacidicos que varian entre secuencias ligeras y pesadas variables de mAb1 y sus versiones humanizadas se
exponen en la tabla E y la tabla F, respectivamente.

Tabla E. Diferencias de secuencia entre la cadena ligera variable de mAb1 y variantes humanizadas.

Regiones de Ig {MGT}| VL de mAb1 precursor; VL1 humanizado | VL3 humanizado

FR1

CDR1
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TR2
CDR2

IR3

Tabla F. Diferencias de secuencia entre la cadena pesada variable de mAb1 y variantes humanizadas.

Regionesdelg | VHde mAb1 VH1 VH3 VHS VH6
(IMGT) precursor humanizado humanizado humanizado humanizado

FR1

CDR1

FR2

CDR2

FR3

La variante de VL1 humanizada con SEQ ID NO: 14 presenta un total de 22 mutaciones (18 en FRy 4 en CDR) en
comparacién con la VL precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 6. Esta variante derivé de regiones
flanqueantes de lineas germinales humanas IGKV3-20*02 acopladas con IGKJ1*01 con 8 retromutaciones realizadas
debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacion de las CDR y, por lo tanto, sobre la
unién a su diana. Se mutaron cuatro posiciones de las CDR precursoras para aumentar la tasa de humanizacion o
evitar predisposiciones de secuencia.

La variante de VL3 humanizada con SEQ ID NO: 18 presenta un total de 18 mutaciones (78 en FR) en comparacion
con la VL precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 6. Esta variante derivo de regiones flanqueantes de
lineas germinales humanas |IGKV3-20*02 acopladas con IGKJ1*01 con 8 retromutaciones realizadas debido al riesgo
de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacion de las CDR y, por o tanto, sobre la unién a su diana.

La variante de VH1 humanizada con SEQ ID NO: 13 presenta un total de 17 mutaciones (14 en FRy 3 en CDR) en

comparacién con la VH precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivé de regiones
flanqueantes de lineas germinales humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 11 retromutaciones realizadas
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debido al riesgo de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacion de las CDR v, por lo tanto, sobre la
unién a su diana. Se mutaron tres posiciones de las CDR precursoras para aumentar la tasa de humanizacion o evitar
predisposiciones de secuencia.

La variante de VH3 humanizada con SEQ ID NO: 17 presenta un total de 14 mutaciones (74 en FR) en comparacion
con la VH precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivé de regiones flanqueantes de
lineas germinales humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 11 retromutaciones realizadas debido al riesgo
de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacién de las CDR y, por lo tanto, sobre la unién a su diana.

La variante de VH5 humanizada con SEQ ID NO: 21 presenta un total de 11 mutaciones (77 en FR) en comparacion
con la VH precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivé de regiones flanqueantes de
lineas germinales humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 14 retromutaciones realizadas debido al riesgo
de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacién de las CDR vy, por lo tanto, sobre la unién a su diana.

La variante de VH6 humanizada con SEQ ID NO: 23 presenta un total de 12 mutaciones (72 en FR) en comparacion
con la VH precursora de la secuencia de mAb1 con SEQ ID NO: 5. Esta variante derivé de regiones flanqueantes de
lineas germinales humanas IGHV1-3*01 acopladas con IGHJ4*01 con 13 retromutaciones realizadas debido al riesgo
de impacto negativo sobre la estructura del mAb, la conformacién de las CDR y, por lo tanto, sobre la unién a su diana.

Las secuencias variables humanizadas ligeras y pesadas resultantes se analizaron para determinar la similitud de
secuencia con la base de datos Immune Epitope Data Base (IEDB) ((PLoS Biol (2005) 3(3)e91) www.iedb.org) para
garantizar que ninguna de las secuencias contenia ningin epitopo de linfocitos B o T conocido enumerado en la
misma.

Las secuencias variables de aminoacidos completas de mAb1 y los dominios variables ligeros y pesados humanizados
se exponen en la tabla G. Estos dominios variables ligeros y pesados humanizados se han combinado para generar
varias versiones humanizadas de dominios variables precursores de mAb1. Los dominios variables de mAb2
corresponden a la asociacién de VH1 humanizada combinada con VL1 humanizada. Los dominios variables de mAb3
corresponden a la asociacién de VH3 humanizada combinada con VL3 humanizada. Los dominios variables de mAb4
corresponden a la asociacién de VH5 humanizada combinada con VL3 humanizada. Los dominios variables de mAb5
corresponden a la asociacién de VH6 humanizada combinada con VL3 humanizada. Las proteinas de unién
triespecificas mostradas en la tabla G se describen con mayor detalle en el ejemplo 4.

Las secuencias correspondientes de ADN codificante de las variantes de VH y VL humanizadas descritas
anteriormente se clonaron en un vector de expresion de mamifero que codificaba respectivamente IgG1 humana o los
dominios Ck humanos para la expresién transitoria y purificacién como se describe en el ejemplo 1. Las secuencias
amino de las variantes anti-CD38 humanizadas de longitud completa derivadas de mAb1 se enumeran como mAb2
(cadena pesada: HC1, SEQ ID NO: 15; cadena ligera: LC1, SEQ ID NO: 16), mAb3 (cadena pesada: HC3, SEQ ID
NO: 19; cadena ligera: LC3, SEQ ID NO: 20), mAb4 (cadena pesada: HC5, SEQ ID NO: 22; cadena ligera: LC3, SEQ
ID NO: 20) y mAb5 (cadena pesada: HC6, SEQ ID NO: 24; cadena ligera: LC3, SEQ ID NO: 20).

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

A continuacién, las variantes anti-CD38 humanizadas generadas en el ejemplo 2 se caracterizaron por la unién a
polipéptidos CD38 humanos y de macaco e induccién de la apoptosis.

Materiales v métodos
Ensayo de induccion de la apoptosis

Las células se incubaron a 2 x 10° células/ml en medio completo (RPMI-1640, 10 % de FBS, L-glutamina 2 mM) con
1,5 ug/ml (10 nM) de los anticuerpos indicados durante 20 horas a 37 °C con un 5 % de CO2. Las células se tifieron
con anexinaV-FITC de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Life Technologies). Las muestras se analizaron
por citometria de flujo en un citémetro de flujo BD FACSAria™ con el programa informéatico BD FACSDiva para el
control de adquisicién y el analisis de datos (ambos BD Biosciences).

Resultados

Se examinaron las propiedades de unién de anticuerpos anti-CD38 humano seleccionados producidos como se
describe anteriormente (figura 2A-2H). La unién de anticuerpos a CD38 humano y CD38 de macaco cangrejero
soluble se examiné usando ELISA y SPR. Los datos de ELISA se usaron para determinar la CE50 de la unién del
anticuerpo a CD38 humano y de macaco cangrejero para los anticuerpos humanizados anti-CD38 mAb2 (figura 2A),
mAb3 (figura 2C), mAb4, mAb5 (figura 2E) y el anticuerpo humano anti-CD38 mAb6 (figura 2I).

La unién de las variantes anti-CD38 humanizadas o mAb humano anti-CD38 a CD38 también se evalué usando el
ensayo SPR descrito anteriormente. Los datos de SPR se usaron para determinar la Kp y la kot de union del anticuerpo
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a CD38 humano y de macaco cangrejero para los anticuerpos humanizados anti-CD38 mAb2 (figura 2B), mAb3
(figura 2D), mAb4, mAb5 (figura 2F) y el anticuerpo humano anti-CD38 mAb6 (figura 2H). Los datos de union se
resumen en la tabla K que muestra que todos los mAb anti-CD38 se unen a CD38 con caracteristicas de unién
similares.

Tabla K. Afinidad de unién de mAb anti-CD38 al dominio extracelular soluble de CD38 humano y CD38 de macaco
como se determinada por ensayo de resonancia de plasmones superficiales.

.....................................................................................................................................................................................................................................................

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

S

de (s-1) D (M) (Kd (s-1) KD (M)

B

mAb1 2,66E-04 13,36E-10 19,85E-05 13,90E-10
s 390EO432E10784E04344E09 .............................
mAb3283EO483E10129EO4710E10 .............................
mAb4529EO4822E10201EO4 ................................. §"1";'1"2i‘|‘é‘lb"é .............................
mAbS 13,33E-04 3,12E-10 11,25E-04 5,63E-10
‘mAb6 12,03E-04 i1,44E-09 11,90E-04 11,38E-09

La capacidad de las variantes anti-CD38 humanizadas de unirse a células que expresan CD38 se evalué usando el
ensayo de unioén basado en FACS descrito anteriormente. Los datos de FACS se usaron para determinar la CE50 de
la unién del anticuerpo a CD38 humano y de macaco cangrejero para los anticuerpos humanizados anti-CD38 mAb2
(figura 2A), mAb3 (figura 2C), mAb4, mAb5 (figura 2E) y el anticuerpo humano anti-CD38 mAb6 (figura 2G). Los
datos de unibén, expuestos en la tabla L, muestran que todas las variantes anti-CD38 humanizadas presentaron
afinidades de unién similares por CD38 de superficie celular.

Tabla L. Afinidad de unién de mAb anti-CD38 a linfocitos murinos preB::300.19 que expresan CD38.

EKD aparente por FACS (M)

éCéIuIas que expresan hCD38 éCéIuIas que expresan cCD38
mAb1280E10220E10 .................................................................................
mAb230E1050E10 ..................................................................................
mAb3780E10131E09 .................................................................................
mAb450E1015E09 ..................................................................................
mAb5680E10107E09 .................................................................................
mAb607E0914E09 ..................................................................................

Los datos de unién de los tres ensayos se resumen en la figura 21, junto con la identidad de secuencia de los dominios
VH y VL con respecto a las regiones V humanas.

A continuacion se examinaron las capacidades del anticuerpo mAb1 precursor y mAb7 de inducir la apoptosis. Ambos
anticuerpos aumentaron la tincién de anexina V y la captacién de yoduro de propidio (PI). Un 40 % de las células se
volvieron doblemente positivas para anexina V y Pl después del tratamiento con mAb7, mientras que un 60 % de las
células tratadas con mAb1 fueron doblemente positivas. Ambos anticuerpos presentaron un efecto apoptético
dependiente de la concentracion similar en células SU-DHL-8 (figura 2J). Asimismo, ambos anticuerpos promovieron
la actividad ADCC contra células SU-DHL-8 en presencia de células NK92 (figura 2K), lo que dio lugar a una
citotoxicidad de hasta un 60 % y una CI50 de 4-6 pM después de 4 horas a 37 °C (figura 2L).

Se identifico in silico una isoforma E de CD38 y se validé a nivel de transcripcién a partir de linfocitos NK, PBMC y
BMMC de pacientes con mieloma multiple y lineas celulares cancerosas (MOLP-8, CU1702 y CU2332). La isoforma
E de CD38 se evidencié mediante un cribado de la base de datos de secuencias nucleicas usando el programa
BLASTN 2.2.26 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database programs",
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) en la base de datos de transcripciones Human RefSeq version 20131216. El
programa BLASTN se aplic6 sin enmascarar regiones de baja complejidad de secuencia y considerando al menos: un
98,5 % de identidad con la secuencia nucleica de la isoforma A de CD38 humano en un tramo de 100 residuos de
acido nucleico de longitud minima. Las secuencias resaltadas de este cribado se realinearon con el locus del gen de
CD38 para validarse como formas transcripcionales del gen de CD38 humano (misma estructura genémica de
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intrones-exones). La secuencia nucleica de la isoforma E de CD38 fue una de las secuencias validadas como formas
transcripcionales del gen de CD38 humano.

También se examiné la capacidad de los anticuerpos anti-CD38 de unirse a ambas isoformas Ay E de CD38 humano.
Para evaluar la unién a la isoforma Ay la isoforma E de CD38, se realiz6 un ensayo de inmunoabsorcién enzimatica
(ELISA) usando proteinas de la isoforma A e isoforma E (preparadas como se describe en el ejemplo 1) como antigeno
de captura. Se recubrieron placas de 96 pocillos con cualquier isoforma a 0,5 pg/pocillo en PBS y se afiadieron 100
ul/pocillo de los anticuerpos a la placa. La placa se incub6 a 37 °C durante 1 h y se lavé cinco veces con PBS que
contenia Tween-20 al 0,05 % (PBS-T). A continuacion, 100 ul de una dilucién 1:25 000 de IgG anti-humano, conjugada
con peroxidasa de rabano picante (Jackson Ref: 109-035-098) se afiadié a cada pocillo. Después de la incubacién a
37 °C durante 1 h en la oscuridad, las placas se lavaron con PBS-T cinco veces. La unién del anticuerpo se visualizé
afiadiendo tampo6n TMB-H202 y se ley6 a una longitud de onda de 450 nm. Los valores de CE50 se estimaron usando
el programa informatico BIOST@T-SPEED.

Se determiné la afinidad de unién de diversos anticuerpos a la isoforma A (SEQ ID NO: 1) y la isoforma E (SEQ ID
NO: 105) de CD38, como se muestra en la tabla L2. La tabla M proporciona una comparacién de las propiedades de
unién para diversos anticuerpos anti-CD38.

Tabla L2. Afinidad de unién de anticuerpos anti-CD38 por las isoformas Ay E de CD38, en funcién de la CE50 como
se determina por ELISA.

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

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

mAb6 0,47 (CV 3,7 %) 0,32 (CV 5 %)

mAb7 0,10 (CV 7,1 %) Sin unién

Tabla M. Caracteristicas de unién de diversos anticuerpos anti-CD38.

Anti-CD38 H11 (Santa Cruz) Daratumumab mAb7 mAb1 mAb6
Unién a la isoforma A de huCD38 + + + + +
Unién a la isoforma E de huCD38 + - - + +
Unién a CD38 de macaco + - - + +

En conclusién, tanto mAb7 como mAb1 inducen una apoptosis similar en células de mieloma multiple humano MOLP-
8, efecto apoptotico dependiente de la concentracién similar contra células SU-DHL-8 y actividad ADCC dependiente
de la concentracién similar contra células SU-DHL-8. Sin embargo, solo mAb1 se unié a CD38 tanto humano como de
macaco cangrejero con afinidad subnanomolar y se unié a las isoformas Ay E de CD38.

La capacidad de las variantes anti-CD38 humanizadas de inducir la apoptosis también se evalué mediante clasificador
de células activadas con fluorescencia (FACS) como se describe anteriormente. Se han identificado previamente
varios anticuerpos anti-CD38 con diversas propiedades funcionales, mientras que algunos de estos pueden mediar la
destruccion in vitro de lineas celulares CD38+ mediante impacto directo en la proliferacién celular o la apoptosis. Los
resultados de los ensayos de induccién de apoptosis se muestran en la figura 2M. Todos los anticuerpos generados
en los ejemplos 1 y 2 pudieron inducir la apoptosis, excepto mAb6. Los anticuerpos anti-CD38 mAb2, mAb3, mAb4 y
mAb5 dieron lugar a una induccién de la apoptosis dependiente de la dosis en células de linfoma SU-DHL-8; la CI50
para cada anticuerpo se proporciona en las figuras 2N-2Q.

Ejemplo 4: Generacion de proteinas de union triespecificas anti-CD38

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

Los dominios de unién a antigeno anti-CD38 se ensayaron en formato triespecifico (anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3)
para determinar la capacidad de unirse a CD38 cuando otros dominios de unién a antigeno se unen a sus ligandos
afines usando SPR. El ensayo de unién secuencial a ligando se muestra en la figura 3B. Para la unién secuencial de
los tres antigenos a cada Ab triespecifico, se inyect6é una concentracién saturante (>10 KD) de cada antigeno durante
8 min, seguida de una disociacion de 5 min. El regenerado superficial se realizé inyectando glicina-HCI 10 mM pH 2,5
durante 60 s a 30 pl/min. Los datos se ajustaron con un modelo de unién cinética 1:1 y se analizaron utilizando el
programa informatico de evaluacién Biacore S200 v 1.0. La constante de disociacién en equilibrio (Kp) se calculd
utilizando la constante de velocidad de asociacion (kon) y la constante de velocidad de disociacion (Kof).

Como se muestra en la figura 3C, este ensayo basado en SPR mostré que las proteinas de unién triespecificas podian
unirse a CD38 independientemente de si los dominios de unién a antigeno CD3 y/o CD28 también se unieron a su
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antigeno afin. Los resultados de un ensayo de unién secuencial ejemplar se muestran en la figura 4. Los parametros
cinéticos medidos por SPR se proporcionan en la tabla M2.

Tabla M2. Unién de proteinas de unién triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 a 1, 2 0 3 antigenos afines.

?Estado de la proteina de unién antes de la union a CD38 ka (M's™) ka (s™) Kp (M)
Nounldaprewamente 902E+05 142E03 ............ 157E09 ........
UnldaprewamenteaCDS .......................................................................................... 835E+05 ............... 124E03 148E09 .......
UnldapreV|amenteaCD28 ........................................................................................ - 39E+05 132E03 ............ 179E09 ........
UnldaprewamenteaCD3despuesaCD28 ...................................................... 818E+05 ............... 123E03 150E09 .......
UnldaprewamenteaCD28despuesaCD3 837E+05 123E03 ............ 147E09 .........

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

A continuacién, se evalu6 cada dominio de unién a antigeno de la proteina de unién triespecifica
CD38sB19xCD28supxCD3mig por SPR para determinar la capacidad de unirse al antigeno afin con y sin los otros dos
dominios de unién a antigeno en saturacién. Las tablas M3 y M4 muestran los resultados de estos ensayos.

Tabla M3. Union a la diana sin otras dianas presentes

g

Diana ka (Ms7) Ko (M)

- i e ey
CD28116E+05 T e
i R P T sy

R

Diana 'ka (M's")

CD38593E+05 ............................................
CD28105E+05 .............................................
—— s —————

Como se demuestra en las tablas M3 y M4, tener dos dianas saturadas por unién previa con antigeno no influy6 en la
cinética o afinidad de unién de la tercera diana por CD38 o CD28. En el caso de la unién a CD3, la unién previa a
CD38 y/o CD28 dieron como resultado una cinética mas rapida (impacto de aproximadamente 4 veces en los valores
de Kon ¥ Koff).

Los dominios de unién a antigeno anti-CD38 se ensayaron en formato triespecifico con dos dominios de unién a
antigeno anti-CD28 (superagonista, "sup" y agonista convencional, "cvn") y dos dominios de unién a antigeno anti-
CD3 ("mid" y "low"}. Las secuencias del dominio variable para estos dominios de unién a antigeno se proporcionan
como sigue: anti-CD28sup: SEQ ID NO: 49 (VH) y SEQ ID NO: 50 (VL); anti-CD28cvn: SEQ ID NO: 51 (VH) y SEQ ID
NO: 52 (VL); anti-CD3mi¢: SEQ ID NO: 53 (VH) y SEQ ID NO: 54 (VL); anti-CD3iow: SEQ ID NO: 84 (VH) y SEQ ID NO:
85 (VL). Los resultados de los ensayos SPR que examinan la union de proteinas de unién triespecificas se muestran
en la figura 5. Tres dominios de unioén anti-CD38 tuvieron aproximadamente la misma afinidad de unién en el formato
de proteina de unién triespecifica que en un formato monoespecifico. Ambos dominios de unién a CD3 tuvieron
aproximadamente la misma afinidad de unién en formato mono-, bi- y triespecifico. Los dominios de unién a CD28
deben disminuir ligeramente (pero adn en intervalo nanomolar) la afinidad de unién en formato bi- o triespecifico en
comparacion con el monoespecifico. Cuando los otros dos dominios de unién a antigeno estaban saturados, los
dominios de unién anti-CD38sg19 y anti-CD28sup tenian afinidades de unién similares, en comparacién con cuando los
otros dos dominios de unién a antigeno no estan unidos al antigeno. Sin embargo, el dominio de unién anti-CD3mig
mostré una cinética mas rapida cuando los otros dos dominios de unién a antigeno estaban saturados. Estos
resultados demuestran que los dominios de unién anti-CD38, anti-CD28 y anti-CD3 son compatibles para su uso con
el formato de proteina de unién triespecifica.
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Los dominios de union a antigeno anti-CD38 generados en este documento también se compararon con el dominio
de unién a antigeno anti-CD38 existente de mAb7 (véase SEQ ID NO: 47 para VH y SEQ ID NO: 48 para secuencias
de VL, respectivamente). La unién de moléculas triespecificas a CD38 expresado en la superficie de linfocitos murinos
preB::300.19 recombinantes se determiné mediante citometria de flujo y los anticuerpos monovalentes anti-CD38
correspondientes se ensayaron en paralelo. La linea celular recombinante se describié por J. Deckket et al. 2014 Clin.
Cancer Res 20:4574-4583. Se recubrieron linfocitos murinos preB::300.19 que expresaban CD38 a 40 000
células/pocillo en una placa de alta union de 96 pocillos (MSD L15XB-3) y se afiadieron 100 pl/pocillo de moléculas
triespecificas durante 45 min a 4 °C y se lavaron tres veces con BSA al 1 % en PBS. Se afiadieron 100 pl/pocillo de
anticuerpo de cabra anti-lgG humana conjugado con Alexa488 (Jackson ImmunoResearch; n.° 109-545-098) durante
45 min a 4 °C y se lavaron tres veces con BSA al 1 % en PBS. La unién del anticuerpo se evaludé después de
centrifugacién y resuspensién de las células afadiendo 200 pl/pocillo de BSA al 1 % en PBS y se ley6é usando el
sistema de citometria de flujo Guava® easyCyte™ 8HT. Los valores de KD aparente y CE50 se estimaron usando el
programa informatico BIOST@T-BINDING y BIOST@T-SPEED, respectivamente.

Se us6 citometria de flujo como se describe anteriormente para examinar la union de mAb7 o la proteina de unién
triespecifica con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb7 a linfocitos murinos pre-B que expresan
polipéptido CD38 humano o de macaco cangrejero en su superficie celular. Como se muestra en la figura 6A, la
proteina de union triespecifica CD38xCD28supxCD3mia con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb7 unido
a células que expresan CD38 humano (parte superior izquierda) con una afinidad aparente 8 veces menor que el
anticuerpo monoespecifico mAb7 (parte superior derecha). Ni el anticuerpo monoespecifico mAb7 (parte inferior
derecha) ni la proteina de unién triespecifica con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb7 (parte inferior
izquierda) se uni6 a células que expresaban CD38 de macaco.

El dominio de unién del anticuerpo anti-CD38 humanizado mAb2 también se ensay6 en formatos triespecificos para
la unién a células que expresaban polipéptidos CD38 humanos o de macaco. Como se muestra en las figuras 6B-6D,
y a diferencia de mAb7, las proteinas de union triespecificas CD38xCD28supxCD3mis y CD38xCD28cvnxCD3mig con
dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2, asi como el anticuerpo monoespecifico mAb2, pudieron unirse a
polipéptidos CD38 tanto humanos como de macaco cangrejero. La proteina de unidén triespecifica
CD38xCD28cwnixCD3mig con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2 se unié a células que expresaban
CD38 humano con una afinidad aparente 9 veces menor que el anticuerpo mAb2 precursor (compérese la figura 6C,
parte superior con la figura 6D, parte superior). La proteina de unién triespecifica CD38xCD28¢vnxCD3mi¢ con el
dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2 se uni6 a células que expresaban CD38 de macaco con una afinidad
aparente 7,5 veces menor que el anticuerpo mAb2 precursor (comparese la figura 6C, parte inferior con la figura 6D,
parte inferior). La proteina de unién triespecifica CD38xCD28supxCD3mig con el dominio de unién a antigeno anti-CD38
de mAb2 se uni6 a células que expresaban CD38 humano con una afinidad aparente 2,5 veces menor que la proteina
de unién triespecifica CD38xCD28cvnxCD3mia con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb2 (comparese la
figura 6C, parte superior con la figura 6B, parte superior).

El dominio de unién del anticuerpo anti-CD38 humanizado mAb6 también se comparé con el anticuerpo
monoespecifico mAb6 para la union a células que expresan polipéptidos CD38 humanos o de macaco. Mientras que
el anticuerpo monoespecifico mAb6 se unié a células que expresan polipéptidos CD38 humanos (parte superior
derecha) o de macaco cangrejero (parte inferior derecha) en el intervalo nM (figura 6E), la proteina de unién
triespecifica CD38xCD28supxCD3mis con el dominio de unién a antigeno anti-CD38 de mAb6 se unié a células que
expresaban polipéptidos CD38 humanos (parte superior izquierda) o de macaco cangrejero (parte inferior izquierda)
sin saturacion.

En conclusién, se encontré que la afinidad de unién de la proteina de unién triespecifica CD38ss19xCD28supxCD3mid @
CD38 humano estaba en el mismo intervalo, ya fuera examinando la unién a CD38 humano recombinante por SPR o
a CD38 humano expresado en una superficie celular mediante citometria de flujo (figura 6F). Asimismo, la afinidad de
proteinas de unién triespecificas CD38vHiXxCD28supXCD3mignow (dominio de union anti-CD38 de mAb2) y
CD38vH1xCD28cynxCD3migiow (dominio de unién anti-CD38 de mAb2) para la unién a CD38 humano también estuvo en
el mismo intervalo en ambos ensayos. Para CD38HHy1370XCD285upXxCD3mig (dominio de unién anti-CD38 de mAb6), la
Kb para la unién a CD38 humano se determiné por SPR en 1 nM, mientras que no pudo estimarse ningun valor preciso
de CE50 por citometria de flujo. En la tabla M5 se proporciona un resumen de los valores de KD aparente (obtenidos
por analisis FACS) de proteinas de unién triespecificas con diversos dominios de unién anti-CD38.

Tabla M5. Resumen de los valores de KD aparente obtenidos por ensayos de citometria de flujo

KD aparente por FACS (M)

Células gue expresan hCD38 Células gue expresan ¢cCD38
Triespecifico con mAbZ2 anti-CD38 4,4 nM 7,5 nM
Triespecifico con mAb6 anti-CD38 Sin saturacién Sin saturacién
Triespecifico con mAb7 anti-CD38 4 nM Sin unién

KD aparente por FACS (M)

Células que expresan hCD38 | Células que expresan cCD38
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KD aparente por FACS (M)

Células gue expresan hCD38 Células gue expresan ¢cCD38
mAb2 0,5 nM 1nM
mAbb6 11,2 nM 6,6 nM
mAb7 0,5 nM Sin unién

Como se esperaba, la proteina de unién triespecifica ACD38xCD28s,,xCD3mig que carecia del dominio de unién anti-
CD38 no se uni6 a células que expresaban polipéptido CD38 humano o de macaco cangrejero (figura 6G). Esto indica
que la unién observada en este ensayo fue especifica para los dominios de unién a antigeno CD38.

Ejemplo 5: Caracterizacion in vitro e in vivo de proteinas de union triespecificas que contienen mAb2 anti-
CD38 y mAb6 anti-CD38

El siguiente ejemplo describe experimentos que caracterizan la estabilidad, propiedades de unién y actividades de
acopladores de linfocitos T novedosos que contienen dominios variables derivados de los anticuerpos mAb2 y mAb6.
Se generaron anticuerpos anti-CD38 x CD28 x CD3 adicionales que comprenden variantes de los brazos anti-CD38,
CD3 y CD28 de las proteinas de unién triespecificas. Los nuevos anticuerpos anti-CD38/CD3/CD28 difieren en: 1) el
dominio de unién anti-CD38 (mAb2 0 mAbB); 2) el dominio de unién anti-CD3 (CD3high 0 CD3 0w, véanse SEQ ID NO:
84 y 85 para secuencias de VH y VL anti-CD3iow, respectivamente); 3) el dominio de unién anti-CD28 (CD28sup 0
CD28.wn). Dentro de posibles combinaciones, se disefi, produjo y posteriormente se ensayd una colecciéon de anti-
CD38 x CD28 x CD3 para diversas funciones.

Materiales y métodos

Produccion y purificacion de proteinas de union triespecificas

Se produjeron proteinas de union triespecificas mediante transfeccién transitoria de 4 plasmidos de expresién en
células Expi293 usando el kit de transfeccion ExpiFectamine™ 293 (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. En resumen, se diluyé un 25 % (p/p) de cada plasmido en Opti-MEM, se mezclé con reactivo
ExpiFectamine prediluido durante 20-30 minutos a temperatura ambiente (TA) y se afiadié en células Expi293 (2,5 x
108 células/ml). A menudo se usé una optimizacion de la transfeccién para determinar la mejor relacion de plasmidos
para producir la proteina de unién triespecifica con buen rendimiento y pureza.

A los 4-5 dias después de la transfeccion, el sobrenadante de las células transfectadas se recogié y se filtré a través
de una unidad de filtro de 0,45 pum (Nalgene). La proteina de unién triespecifica en el sobrenadante se purificé usando
un procedimiento de 3 etapas. En primer lugar, se us6 purificacién por afinidad de proteina A y el Ab unido se eluyé
usando "tampdn de elucién de IgG" (Thermo Fisher Scientific). En segundo lugar, se dializé el producto frente a PBS
(pH 7.,4) durante la noche con 2 cambios de tampén PBS. Cualquier precipitado se eliminé por filtracién a través de
una unidad de filiro de 0,45 um (Nalgene) antes de la siguiente etapa. En tercer lugar, se usd purificacién por
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) (Hiload 16/600 Superdex 200 pg, o Hiload 26/600 Superdex 200 pg, GE
Healthcare) para retirar los agregados y diferentes especies en el preparado. Las fracciones se analizaron en SDS-
PAGE reducido y no reducido para identificar las fracciones que contenian la proteina de unién triespecifica
monomérica antes de combinarlas. El anticuerpo purificado se puede tomar en alicuotas y almacenar a -80 °C a largo
plazo.

Ensayos de ELISA

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

Después de lavar, el Fab secundario antihumano conjugado con HRP (1:5000, cat. n.2 109-035-097, Jackson
ImmunoResearch Inc) se afiadié a cada pocillo y se incub6 a TA durante 30 minutos. Después de lavar 5 veces con
PBS + 0,25 % de Tween 20, se afiadieron 100 pl de sustrato de peroxidasa TMB Microwell (KPL, Gaithersburg, MD,
EE. UU.) a cada pocillo. La reaccion se terminé afiadiendo 50 pl de H2SO4 1 My se midié la DOaso usando SpectraMax
M5 (Molecular Devices) y se analizé usando el programa informatico SoftMax Pro6.3 (Molecular Devices). Los datos
finales se transfirieron al programa informatico GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, EE. UU.) y se representaron
como se muestra. La CE50 se calculdé usando el mismo programa informatico.
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Se us6 ensayo de ELISA para determinar la unién de anticuerpos triespecificos anti-CD38xCD28xCD3 o anticuerpo
de control de isotipo (IlgG4 humana) a CD3 humano (Cambridge Biologics LLC cat. n.2 03-01-0051), CD28 (Cambridge
Biologics LLC cat. n.2 03-01-0303) y CD38 (Cambridge Biologics LLC cat. n.2 03-01-0369). Los anticuerpos unidos se
detectaron usando un anticuerpo secundario anti-Fab conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson
ImmunoResearch Inc n.2 109-035-097).

Ensayo de destruccion celular in vitro

Se usaron PBMC humanos purificados para ensayos de destruccion in vitro contra diversas células cancerosas usando
diferentes proteinas de union triespecificas. En resumen, el ensayo de destruccion se establecié en una placa de 96
pocillos de fondo en V. Para cada placa, se sembraron 40 ml de PBMC de cada donador a 2 x 106 células/ml, y se
prepararon 30 ml de células diana marcadas con PKH26 (Sigma n.2 MINI26) a 2,5 x 10”5 células/ml (4 ul de tinte para
tefiir hasta 1 x 1077 células). Primero se afiadieron 20 pl/pocillo de proteinas de ensayo a diversas concentraciones o
PMA en cada pocillo, seguido de la adicién de 80 pl/pocillo de células diana marcadas en cada pocillo (2 x 1074
células/pocillo}. A continuacion, se afiadieron 100 pl de PBMC a cada pocillo, alcanzando E:T = 10:1 por pocillo (2 x
1075 células/pocillo), y se incubaron durante 24 horas a una estufa de incubacién a 37 °C y un 5 % de CO2. Las
células se centrifugaron, y el sobrenadante se recogié para medir la liberacion de citocinas, o se desechd. Las células
se tifieron con tampén de tincién de células muertas Vivid LIVE/DEAD™ Fixable Violet (Life Technologies n.2 L34955)
(el tampdn de tincién se prepard afiadiendo 60 pl de reactivo Vivid en 60 ml de PBS). Las células se resuspendieron
en 100 pl de tampén de tincién por incubacién durante 15 min a TA en la oscuridad. Después de lavar las células con
PBS 1x, las células se resuspendieron en 200 pl de PBS con un 0,5 % de paraformaldehido, y las células cancerosas
PKH26+Vivid+ se recogieron mediante citémetro de flujo Fortessa (Beckton Dickinson, San Jose, CA), seguido de
analisis usando el programa informatico Flowjo. El porcentaje de destruccién se calcula como destruccidén especifica-
destruccion espontanea/células totales y se representa como se muestra.

Ensayo de liberacion de citocinas

Para medir las concentraciones de citocinas inflamatorias en los ensayos de activacion in vitro, ensayos de destruccion
in vitro, ensayos de activacién in vivo en ratones NSG humanizados con células de cordén umbilical CD34+ y el estudio
de toxicidad, se recogié el sobrenadante de cultivo celular y se diluyeron muestras de suero de acuerdo con el
protocolo del fabricante usando el kit Milliplex Human High Sensitivity T cell 13-plex (EMD Millipore). Estas se
analizaron posteriormente por el sistema EMD Millipore MAGPIX® y el programa informatico MILLIPLEX® Analyst 5.1.

Modelos de raton in vivo y estudios de eficacia

Se usaron ratones NSG injertados con células madre hematopoyéticas CD34+ humanas (hu-CD34) como modelo de
ratén in vivo. Estos ratones desarrollan inmunocitos humanos multilinaje y son una plataforma validada para estudios
de eficacia de inmunooncologia (véase, por ejemplo, Shultz, L.D. et al. (2014) Cold Spring Harb. Protoc. 2014:694-
708). Se producen ratones NSG hu-CD34+ inyectando células madre hematopoyéticas CD34*, que muestran injerto
multilinaje eficaz de poblaciones de inmunocitos humanos que incluyen linfocitos T, linfocitos B y algunas otras
poblaciones (McDermott, S.P. et al. (2010) Blood 116:193-200). La hematopoyesis multilinaje ocurre en 12 semanas.
El injerto es estable durante mas de un afio sin enfermedad de injerto contra hospedador.

Para el estudio de eficacia usando ratones NSG hu-CD34, se adquirieron ratones de The Jackson Laboratory (Maine,
EE. UU.) y se validaron poblaciones de células humanas antes de su uso. En general, se usaron 5 x 108 células
tumorales mezcladas en Matrigel (BD Biosciences) (50 % v/v) para inocular el tumor en cada ratén. Una vez que el
tamafio del tumor alcanzé el intervalo de 100-150 mm?3, los ratones se seleccionaron y aleatorizaron en cada grupo
para el estudio. Se administraron anticuerpos por via intravenosa a dosis dadas 3 veces a la semana. Se superviso el
peso corporal 1-3 veces a la semana. Se midi6 el tamafio del tumor por mediciones de tumor con compas calibrador
1-3 veces/semana. Todos los ratones se sacrificaron cuando el tamafio del tumor alcanzé 1500 mm?3, o 24 horas
después de la Ultima dosis. Se recogieron muestras terminales de sangre (0,3 ml) en tubos separadores de suero, se
mezclaron invirtiendo suavemente cinco veces y se pusieron en una gradilla para tubos. También se recogieron los
tumores terminales y se pesaron antes de ponerlos en fijador para el andlisis de inmunohistoquimica.

Se usaron ratones NSG humanizados con PBMC humanos (hu-PBMC) como otro modelo de ratdén in vivo. Estos
ratones se producen inyectando PBMC humanos purificados de donadores sanos, que tienen la tasa de injerto mas
rapida usando leucocitos monomorfonucleares de la sangre periférica adultos y permiten estudios a corto plazo que
requieren una fuerte funcién efectora y de linfocitos T de memoria y linfocitos NK, y son adecuados para estudio de
eficacia a corto plazo (3-4 semanas) debido a la enfermedad de injerto contra hospedador.

Para el estudio de eficacia usando ratones NSG hu-PBMC, ratones NSG de 8-10 semanas de edad (cat. n.2 005557,
NOD.Cg-Prkdecscid 112rgtm1Wijl/SzJ) se adquirieron de The Jackson Laboratory (Maine, EE. UU.). Cada raton se
inoculd con 5 x 108 células tumorales mezcladas en Matrigel (BD Biosciences) (50 % v/v) por via subcutanea. Una vez
que el tamafio del tumor alcanzé el intervalo de 50-100 mmS, se reconstituyeron 10 x 108 PBMC humanos de
donadores sanos en cada ratén por via intraperitoneal (IP). La reconstitucién de células humanas se valido al dia
siguiente. Una vez que el tamario del tumor alcanzo el intervalo de 100-150 mm?, los ratones se seleccionaron y
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aleatorizaron en cada grupo para el estudio. Se administraron anticuerpos por via intravenosa a dosis dadas 3 veces
a la semana. Se supervisé el peso corporal 1-3 veces a la semana. Se midi6é el tamafio del tumor por mediciones de
tumor con calibre 1-3 veces/semana. Todos los ratones se sacrificaron cuando el tamafio del tumor alcanzé 1500 mm?
0 24 horas después de la ultima dosis. Se recogieron muestras terminales de sangre (0,3 ml) en tubos separadores
de suero, se mezclaron invirtiendo suavemente cinco veces y se pusieron en una gradilla para tubos. También se
recogieron los tumores terminales y se pesaron antes de ponerlos en fijador para el andlisis de inmunohistoquimica.

Para el modelo de ratén NSG hu-PMBC diseminado, se inyectaron 1-5 x 108 células en cada ratén por via intravenosa
en el dia 0. En el dia 3, se tomaron imagenes de luminosidad basal para la aleatorizacion. En el dia 4, se
reconstituyeron 10 x 108 PBMC humanos de donadores sanos en cada raton por via intraperitoneal (IP). Los ratones
se trataron semanalmente en el dia 5, 12, 19 usando las dosis indicadas. Se tomaron imagenes corporales de
luminosidad semanales el dia 10, 17, 24 para supervisar el volumen del tumor en cada animal. Al finalizar el estudio,
se recogieron sangre, bazo, hueso y médula ésea para el estudio de histopatologia.

Resultados

La capacidad de los anticuerpos de unirse a los tres antigenos diana se ensay6 mediante ensayo ELISA. IgG4
CD38vH1xCD285supxCD3mid, lgG4 CD38vH1xCD285upxCD3iow, lgG4 CD38vH1xCD28cvnxCD3mid, lgG4
CD38vH1xCD28cvnxCD3iow mostraron una afinidad de unién similar a CD3 y CD38 humano y de mono, pero afinidad
de unién variable a CD28 (humano y de mono tienen dominio extracelular idéntico) mostrando CD28sup una mejor
afinidad (figura 7A). La variante de |gG4 FALA CD38vHixCD28supxCD3mid ¥ CD38HHy1370XCD28supxCD3mia vy las
variantes LALA P329A de IgG1 y NNA mostraron una unién similar a CD3, CD28 y CD38 humanos (figura 7B).

A continuacion, se ensayaron las variantes de la proteina de unién triespecifica anti-CD38xCD3xCD28 para determinar
su capacidad de inducir la activacion de linfocitos T y la destruccién de células tumorales mediada por anticuerpos
(figura 8A-8D). La figura 8A muestra las actividades de destruccion in vitro de 1IgG4 CD38vH1xCD28supxCD3mig, 1gG4
CD38nhy1370XxCD285upXCD3mid, 1gG4 CD38vHixCD28cvnxCD3mig, 19G4 CD38hhy1370XCD28cvnxCD3mig, contra la linea
celular de mieloma multiple humano RPMI-8226 usando PBMC de 3 donadores diferentes a E:T = 10. La CE50 de la
actividad de destruccién se calculé y resumidé en la tabla N. Ambas proteinas de unién triespecificas anti-
CD38xCD3xCD28 que contenian CD28sup mostraron mejores actividades de destruccién. Las actividades de
destruccion in vitro de estas moléculas también se examinaron usando lineas celulares NCI-H929 (figura 8B), KMS-
26 (figura 8C) y KMS-11 (figura 8D).

Proteinas de union triespecificas anti-CD38xanti-CD3xanti-CD28 con variantes de [gG1 LALA P329Ay NNA, o variante
de IgG4 FALA, también mostraron destruccion in vitro de células KMS-11 de mieloma miltiple (figura 8E) y U266
(figura 8F). La CE50 para cada anticuerpo contra cada linea celular se calculé y resumié en la tabla Q2 (KMS-11} y
Q3 (U266).

Las figuras 9A, 9B y 10 muestran el perfil de activacién de linfocitos T in vitro de |gG4 CD38vH1xCD28supxCD3mid €
lgG4 CD38vHi1xCD28supxCD3bw. Ambos anticuerpos mostraron actividades de activacion similares para linfocitos T
CD4 y CD8. La CE50 para cada anticuerpo contra cada linea celular se calculé y resumi6 en la tabla N (RPMI-8226),
tabla O (NCI-H929), tabla P (KMS-26) y la tabla Q (KMS-11).

Tabla N: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células RPMI8266 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores

Anticuerpo CE50 (ng/ml)

..... ey Donadorn°67Donadorn°68
IgG4CD38VH1XCD285upXCD3mld3095 ............................. : 33 ............................
IgG4CD38hhy1370XCD285upXCD3mld24 ............................. 34234 ............................
|gG4CD38VH1XCD28canCD3mld312952 ........................... 468 .........................
|gG4CD38hhy1370XCD28canCD3mld ....................................................... , P 898 ............................. 165 .........................

Tabla O: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células NCI-H929 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores

{CE50 (ng/ml)

; Donador n.2 65 éDonador n.2 67 éDonador n.2 68
?IgG4 CD38vH1XCD285upXCD3mid 0,51 §0,48 09
1G4 CD38hny1570XCD285upXCD3mia 10,94 11,84 25
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Y

1 CE50 (ng/ml)

T

‘ ;Donador n.2 65 Donador n.t 67 ;Donador n.2 68

19G4 CD38yH1XCD28unXCD3mia 13,70

e

'1gG4 CD38hny1370XCD28cvnXCD3mia 12,31

Tabla P: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-26 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores

: CE50 (ng/ml)
éDonador n.. 65 §Donador n.. 67 gDonador n.2 68

1gG4 CD38y1XCD285upXCD3mia 11,03 0,91

1G4 CD38hny1370XCD285upXCD3mid 5,06

119G4 CD38yH1XCD28cvnXCD3mia 128,17

1G4 CD38hny1370XCD28cunX CD3mid

Tabla Q: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-11 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores

| CE50 (ng/ml)

§Donador n.. 65 §Donador n.. 67 §Donador n.2 68

1G4 CD38y1XCD285upXCD3mig 13,05 3,40 14,7
1G4 CD38nhy1370XCD285upXCD3mia 4,17 7,74 25,1
1gG4 CD38vH1XCD28ovXCD3mid 118,14 198,83 566,83
1G4 CD381ny1370XCD28cunXCD3mia 116,30 127,63 1139,2

Tabla Q2: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células KMS-11 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores (variante Fes de IgG1/4)

CE50 CD38vH CD38vH1 CD38vhi CD38nny1370x CD38nny1370x CD38nny1370x

(pM) 1XCD28s  XCD28syp  |XCD28Bsup | CD28supxCD  CD28supxCD | CD28supxCD

(KMS11) | XCD3  XCD3ma  XCD3md  3m 3mi 3m

: ‘mialgG4  {IgG1 §|gG1 1gG4 FALA IgG1 LALA {IgG1 NNAS
FALA  LALA 'NNAS P329A

| : | P329A

KP50901 3879 4375 4,411 7,731 9,311 17,71

(KP50904 4,379 6,739 8,644 19,01 118,88 24,39

Tabla Q3: Destruccion especifica mediada por anticuerpos de células U266 CD38+ por PBMC de diferentes
donadores (variante Fes de IgG1/4)

{CE50 .CD38vn CD38wix | CD38vwix {CD38myria0  CD38mnyraro | CD38myraro
(M) 11XCD28s CD28supxC | CD28suxC 1 XCD285supXC XCD28swpxC i XCD28supxC
(U266)  wXCD3  :D3ma  D3mia . D3m . D3mi D3m

5 malgG4 IgG1LALA  IgGINNAS  IgGAFALA  IgG1LALA  IgG1 NNAS
FALA  'P329A {P329A

KP50901 1,879 11,031 1,150 12,691 1,597 12,816
(KP50904 10,8657 3,570 12,018 2,112 10,8375 13,527

80



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2986 579 T3

También se examino la produccién de citocinas inducida por las variantes de proteina de unién triespecifica (figuras
11Ay11B) usando el método descrito en Stebbings, R. ef al. (2007) (J. Immunol. 179:3325-3331) recubriendo la placa
con los anticuerpos indicados, seguido de incubacidén con PBMC humanos durante 24 horas usando 2 concentraciones
de los anticuerpos de ensayo (5 ug/mly 25 ng/ml). Se recogieron sobrenadantes de cultivo de 24 horas y se usaron
para medir la concentracion de IL2, IL6, IL10, IL12 y TNF-a, IFN-y en los sobrenadantes como se describe
anteriormente. 1gG4 CD38vH1xCD28supXCD3mid, 1G4 CD38hny1370XCD28supXCD3mid, 19G4 CD38vH1XCD28cvnxCD3mid,
19G4 CD38hhy1370XCD28cvnxCD3mid estimularon todas la produccién de un nivel significativo de IL2, TNF-a e IFN-y a 5
pa/ml, pero no lograron inducir un nivel medible de ninguna citocina a 25 ng/ml, una dosis que muestra eficacia in vivo
en 2 modelos de ratén NSG humanizados.

La actividad antitumoral se ensayd in vivo en modelos de ratdén para las variantes de proteina de union triespecifica
(figuras 12A-13F) como se describe anteriormente. Las figuras 12A-12E muestran los resultados del estudio de
eficacia in vivo usando el modelo de raton NSG injertado con células madre hematopoyéticas CD34+ humanas (hu-
CD34) al que se ha implantado la linea celular de MM humano RPMI-8226. Se usaron IgG4 CD38vH1xCD28supxCD3mid
y anticuerpos biespecificos CD38xCD3 de control de referencia para tratar a ratones portadores de tumor a las dosis
indicadas 3QW (6 dosis en total). Se midi6 y representé el peso corporal y el crecimiento del tumor para cada raton
(figura 12Ay12E). También se represento la curva del crecimiento promedio del tumor (figura 12D), el volumen del
tumor del dia 18 (figura 12B) y el peso del tumor terminal D19 (figura 12C) para cada grupo. Todos los grupos tratados
con 1gG4 CD38vrH1xCD28supxCD3mia No solo mostraron eficacia estadistica en comparacién con el control de PBS, sino
que también mostraron eficacia estadisticamente mejor a dosis de 1 ug/kg en comparacién con el anticuerpo
biespecifico CD38xCD3 de control.

Las figuras 13A-13F muestran los resultados del estudio de eficacia in vivo usando el modelo de ratdon NSG
humanizado con PBMC humanos al que se ha implantado la linea celular de MM humano RPMI-8226. Se usaron 1gG4
CD38vH1xCD28supxCD3mid ¥ anticuerpos biespecificos CD38xCD3 de control de referencia para tratar a ratones
portadores de tumor a las dosis indicadas 3QW (8 dosis en total). Se midid y representé el crecimiento del tumor para
cada ratén (figura 13A). Se representé la curva de crecimiento promedio del tumor (figura 13F), el volumen del tumor
del dia 4 (dia de inicio del tratamiento; figura 13B), el volumen del tumor del dia 21 (dia del ultimo tratamiento; figura
13C), el volumen promedio del tumor del dia 21 (figura 13D) y el peso del tumor terminal del dia 22 (figura 13E) para
cada grupo. Todos los grupos tratados con IgG4 CD38vH1xCD28supxCD3mid ho solo mostraron eficacia estadistica en
comparacién con el control de PBS, sino que también mostraron eficacia estadisticamente mejor a multiples dosis en
comparacién con el anticuerpo biespecifico CD38xCD3 de control, lo que indica actividad antitumoral in vivo superior
por el anticuerpo triespecifico anti-CD38/CD3/CD28.

El anticuerpo biespecifico CD38xCD3 de control de referencia comprendia las siguientes secuencias:
SEQ ID NO 108: la cadena pesada 1 de referencia (se une a CD38)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSYSWMNWYROAPGKGLEW VSEINPQSS
TINYATSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARYGNWFPYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGOGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPR
AVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSDTKVDKK VEPKSCDKTHTCPPC
PAPPYV AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEEYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGOPENNYKTTPPVLD
SDGSFRLY SKLTVDKSRWEQGDVFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPGK

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

EVOQLVESGGGLVYQPGGSLRLSCAASGFTESTYAMNWYRQAPGKGLEWVGRIRSKY
NNYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGDSYVS
WFAYWGQGTLVTVSSGKPGSGKPGSGKPGSGKPGSQAVVTQEPSLTVSPGGTYTLY
CGSSTGAVTTISNY ANWVQQKPGKSPRGLIGGTNKRAPGVPARFSGSLLGGKAALTIS
GAQPEDEADYYCALWYSNHWVFGGGTKLTVLEPKSSDKTHTCPPCPAPPYAGPSVE
LEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKHEDPEVEKFNWYVDROGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTYLHQDWILNGKEY KCKVYSNEALPAPIEKTISKAKGQPREPQYYTLPPS
REQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDEKSRWOQQGNVFSCSVMHEALHUNHYTOQKSLSLSPGK

SEQ ID NO 110: la cadena ligera de referencia (se une a CD38)
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DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASONVDTWVAWYQQKPGOSPKALIYSASYRYSG
VPDRETGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYFCQQYDSYPLTFGGOTKLEIKRTVAAPSVE
[FPPSDEQLESGTASVVCLLNNFYPREAKVOWRVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYVTKSENRGEC

Ejemplo 6: Estudio de aumento de dosis con proteinas de unién triespecificas que contienen mAb2 y mAb6
anti-CD38

Materiales y métodos

Todos los estudios de NHP se llevaron a cabo por Covance (Princeton, New Jersey, EE. UU.) de acuerdo con el
protocolo ICUCA de Covance. Se usaron macacos cangrejeros macho sin tratamiento previo con farmaco y proteina
0 sin tratamiento previo con proteina en todos los estudios. En funcion del disefio del estudio, se seleccionaron monos
y se agruparon para cada proteina de union triespecifica. El anticuerpo se administré por infusién intravenosa durante
1 hora por la vena safena. Se administraron dosis crecientes en dias consecutivos para dosis bajas (<10 ug/kg), pero
con un intervalo de 1-2 dias para dosis mas altas (>10 ug/kg) con propésitos de observacidon. Se recogieron muestras
de sangre a 0 horas (dia 1 solo), 0,5 horas (medio de la infusién), 1y 6 horas desde el inicio de la infusién para todos
los animales después de cada dosis, segln se especifica. Se recogieron muestras de sangre no programadas
adicionales a criterio del director del estudio, el anatomopatélogo y/o veterinario clinico. Se devolvieron todos los
animales a la colonia en el dia 60. Se prepararon PBMC y suero de las muestras de sangre usando métodos
convencionales, y se conservaron para analisis futuro.

La sangre de primates no humanos tratados se tifié con anticuerpos conjugados con fluorescencia contra marcadores
de linfocitos T e IgG humana, fragmento Fcy, y se analizé en un citometro de flujo.

Resultados

Se llevo a cabo un estudio de toxicidad de aumento de dosis usando proteinas de unién triesfecificas 1gG4
CD38vH1xCD28supxCD3mid  que contiene mAb2, 9G4 CD38hnhy1370XCD28supxCD3mid  que contiene mAbS, 1gG4
CD38vH1xCD28wnXCD3mia que contiene mAb2 e 1gG4 CD38hhy1370XCD28cvnXCD3mid que contiene mAbG en primates
no humanos. Los tres dominios de union en 4 proteinas de unidon tienen reactividad cruzada con polipéptidos
CD38/CD3/CD28 de macaco. El estudio se ided para evaluar el posible perfil de toxicidad de la molécula. Se recogieron
muestras de sangre para aislamientos de suero y PBMC. Se investigaron poblaciones de linfocitos T circulantes
después de cada dosis (figura 14E-14H), junto con la activacién de la subpoblacion de linfocitos T (CD69+) (figuras
14A-14D). El porcentaje de linfocitos T CD4 y CD8 en circulacion disminuyd con el aumento de la dosis. La activacion
significativa de linfocitos T CD4 y CD8 fue prominente a partir de dosis de 2,5 ug/kg, lo que sugiere una potente
capacidad de activacién para moléculas que contienen mAb2 y mAbB. Se observé una eliminacién significativa de
linfocitos T circulantes con todas las proteinas a 12,5 pug/kg (figuras 141-14L), que se correlaciona de nuevo con la
potencia. La reduccién de linfocitos T circulantes fue bastante transitoria, volviendo al nivel previo al tratamiento
después de 24-48 horas (figuras 14M-14P). También se midid el nivel en suero de varias citocinas. Se observd
liberacion significativa de IL-6 e IL-10 a 12,5 ug/kg con todas las moléculas, que fue bastante transitoria, volviendo al
nivel basal a las 24 horas (figura 14U).

19G4 CD38yH1xCD28sypXCD3mia (figura 14V) e 1gG4 CD38yvH1xCD28avnxCD3ria (figura 14W) indujeron ambas la
reduccién de linfocitos T en sangre a dosis mas altas. Asimismo, 1gG4 CD38nny1370XCD28supxCD3mia (figura 14X) e
19G4 CD38hhy1370XCD28cvnXCD3nmia (figura 14Y) indujeron también la reduccion de linfocitos T en sangre a dosis méas
altas. Sin embargo, los linfocitos T comenzaron a reaparecer en la sangre 24 horas después del tratamiento con
cualquiera de las cuatro proteinas de union triespecificas (figuras 14Z-14AC). Las figuras 14AD y 14AE muestran la
cantidad de 1gG4 CD38vn1xCD28supxCD3mia unida a linfocitos T CD4+ después de la administracion de una dosis de
100 pg/kg. Las figuras 14AF y 14AG muestran la cantidad de 1gG4 CD38vH1xCD28supxCD3mig Unida a linfocitos T
CD8+ después de la administracidon de una dosis de 100 pg/kg. Estos datos demostraron claramente que el Ab
triespecifico 1IgG4 CD38vH1xCD28supxCD3mia puede unirse a linfocitos T /in vivo con tiempo prolongado (48-72 horas).

Ejemplo 7: Optimizacién de la farmacocinética/farmacodinamica mediante variantes de Fc

Materiales y métodos

Se capturaron en un chip Biacore Fcy Rl humano recombinante marcado con 6-His en el extremo C (R&D Systems
n.° 1257-Fc-050), Fcy RIIA humano recombinante marcado con 10-His en el extremo C (R&D Systems n.° 1330-CD-
050/CF) y FcyRIll humano recombinante (V158 o F158) marcado con HPC4 en el extremo C. Se inyectaron
anticuerpos a 200, 100 y 50 nM durante 2 min, seguido 2 min de disociacién en tampon HBS-P+, CaCl2 2 mM pH 7,4
a caudal de 30 ul/min usando Biacore 200. Se mostré la curva de union a 200 nM.

Se us6 ensayo ELISA usando receptor de Fc neonatal humano recombinante marcado con HPC4 en el extremo C
(FcRn) para medir las propiedades de unidn de las proteinas de unidn triespecificas con diferentes modificaciones de
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Fc. En resumen, se us6 receptor de Fc neonatal humano recombinante (FcRn) para recubrir la placa de ELISA (Nunc
80040LE) (2 ug/ml en PBS) durante la noche. Se afiadieron proteinas de union triespecificas diluidas en serie con
diferentes modificaciones de Fc en cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante una hora, seguido de
lavado e incubacién con anticuerpo secundario anti-lgG humana marcado con HRP.

Resultados

A continuacion, se ensayaron variantes de proteinas de union triespecificas descritas anteriormente para la uniéon a
diversos receptores de Fc para optimizar la farmacocinética (PK)/farmacodinamica (PD).

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

Como se muestra en las figuras 15A-15C, IgG1 e IgG4 naturales pudieron unirse a FcyR |y FcyR lla, pero no a FcyR
llib/c, como se presentd previamente. Las mutaciones de IgG4 FALA eliminaron la unién a FcyR | 'y FcyR lla. Sin el
deseo de limitarse a teoria alguna, se cree que eliminar la unién a FcyR | y FcyR Ila puede mejorar la PK/PD al eliminar
la agrupacién no intencionada a través de interacciones de Fc/FcyR.

A continuacién, se examiné la variante de IgG4 FALA para determinar la unién a FcRn. La variante, asi como la IgG4
natural, se unién a FcRn (figura 16). Estos resultados demuestran que las mutaciones de IgG4 FALA no afectan las
interacciones entre el Fc de IgG4 y el FcRn, lo que implica un impacto minimo en la semivida de la proteina de unién.

Los parametros PK de IgG4 CD38vhixCD28supXCD3mid,

lgG4 FALA CD38vHixCD28supxCD3mid, 1gG1 LALA P329A CD38vHixCD28supxCD3mid € 1gG4 FALA
CD38HHy1370xCD28supxCD3mig, como se determina en ratones NSG, se resumen en la figura 17. Las modificaciones
de Fc de IgG4 mostraron una semivida y ABC significativamente mejoradas en ratones NSG al eliminar la unién a
FcyRI especifica de NSG, que es abundante en macréfagos.

Ejemplo 8: Activacion in vitro y eficacia antitumoral in vivo de proteinas de union triespecificas anti-CD38
Materiales y métodos

Liberacion de citocinas desde PBMC humanos

Se incubaron PMBC humanos con 100 pM de proteinas de unién durante 24 h. Se recogieron los sobrenadantes y se
midieron las citocinas mediante Luminex usando placas Drop Array (por triplicado). Para experimentos con células
diana tumorales, se incubaron PMBC humanos con 100 pM de anticuerpos y con o sin células diana RPMI-8226 a una
relacion de E:T de 10:1 durante 24 h. Los sobrenadantes se recogieron después de que los PMBC se incubaran con
proteinas triespecificas y se ensayaron para detectar citocinas con el kit MAP MILLIPLEX® y se analizaron en un
sistema MAGPIX®,

Ensayo de Bcl-xL

Los linfocitos T clasificados negativamente a partir de PBMC (magnéticos) se incubaron con Ab unidos a placa 100
nM durante 1 dia. A continuacién, los linfocitos T se lavaron y se tifieron con anticuerpos conjugados con fluorescencia
especificos para marcadores de linfocitos T y Bel-xL y se analizaron en un citémetro de flujo.

Proliferacion de linfocitos T

Los linfocitos T clasificados negativamente a partir de PBMC (separacién celular en microesferas magnéticas) se
incubaron con Ab unidos a placa (100 nM) durante 1 a 6 dias. Las células totales se contaron por citometria de flujo
usando recuento de microesferas en dias especificos después del inicio de la incubacién. El factor de cambio se
calculo a partir de los recuentos de células del dia 0 (500 células/ul). Resultados de 3 donadores de PBMC.
Expresion de IL-2

Se incubaron células Jurkat IL2-luc2P GloResponse™ con proteinas triespecificas durante 6 horas, luego se usé el
sistema de ensayo de luciferasa Bio-Gio™ para detectar la expresion del gen indicador de luciferasa.

Activacion PBMC in vitro

Se determind la activacion (CD69*) de células PBMC humanas tratadas con anticuerpos triespecificos anti-
CD38xCD28xCD3 o proteina de unién IgG4 de control.
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Eficacia in vivo en el modelo de tumor diseminado

Para el modelo de ratén NSG hu-PMBC diseminado, se inyectaron 1-5 x 106 células en cada ratén por via intravenosa
en el dia 0. En el dia 3, se tomaron imagenes de luminosidad basal para la aleatorizacién. En el dia 4, se
reconstituyeron 10 x 106 PBMC humanos de donadores sanos en cada ratén por via intraperitoneal (IP). Los ratones
se trataron semanalmente en el dia 5, 12, 19 usando las dosis indicadas. Se tomaron imagenes corporales de
luminosidad semanales el dia 10, 17, 24 para supervisar el volumen del tumor en cada animal. Al finalizar el estudio,
se recogieron sangre, bazo, hueso y médula 6sea para el estudio de histopatologia.

Resultados

Las proteinas de union triespecificas anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 que contienen mAb2 con la region Fc variante
de IgG4 FALA provocaron niveles marcadamente reducidos de liberacién no especifica de IFN-y en PBMC humanos,
en comparacion con proteinas de unién similares con regiones Fc naturales (figura 18A). Se observaron resultados
similares con la liberacién de IL-2 (figura 18B) y TNF-a (figura 18C). Es importante destacar que la liberacion de
citocinas fue significativamente menor para estas proteinas de unién triespecificas variantes de Fc que para el
anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-CD3 de referencia. Estos resultados implican un perfil de seguridad mejorado
de proteinas de unién triespecificas con variantes de Fc debido a una reduccién en la liberacién de citocinas no
especificas.

Las variantes de Fc de IgG1 e IgG4 tanto de CD38vHixCD28supwxCD3mig que contiene mAb2 como de
CD38hH71370xCD28supxCD3mis que contiene mAb6 también dieron lugar a la activacion in vitro de PBMC humanos
(figura 18D).

Se requiere coestimulacion inmunitaria por ligamiento de CD28 para la supervivencia y proliferacién de linfocitos T; la
sefializacion TCR sola no provoca la proliferacion de linfocitos T (Sharmee y Allison (2015) Science 348:56-61). La
proteina de union triespecifica CD38vH1xCD28supxCD3mig dio lugar a la induccion de Bel-xL en linfocitos T tanto CD4+
como CD8+, mientras que la eliminacién de los dominios de unién a antigeno CD28 o CD3 eliminé este efecto (figuras
19A y 19B). Estos resultados demuestran, como se esperaba, que se requieren ambos brazos de unién a CD3 y CD28
para la induccién de Bcl-xL en linfocitos T por las proteinas de union triespecificas anti-CD38, proporcionando de este
modo una sefial de prosupervivencia a los linfocitos T. El brazo anti-CD28 de la proteina de unién triespecifica es
crucial para la regulacién por aumento de Bcl-xL prosupervivencia en linfocitos T. Cuando se compara con un
anticuerpo biespecifico anti-CD38xanti-CD3 de referencia, la proteina de unién triespecifica CD38vn1xCD28xCD3 dio
lugar a una mayor regulacioén por aumento de Bcl-xL en linfocitos T CD4+ y CD8+ (figuras 19C y 19D).

Para determinar el impulsor principal de la activacién de linfocitos T por proteinas de unién triespecificas
CD38vH1xCD28supxCD3mid, se uso la expresion de IL-2 en una linea Jurkat indicadora de linfocitos T que contenia un
promotor de IL2 humana que impulsa el indicador de luciferasa para medir la activacién. La mutacion de inactivacion
del dominio de unién anti-CD3 dio lugar a la eliminacion de la activacion de linfocitos T, lo que demuestra que la
activacion de linfocitos T es un efecto especifico del ligamiento de CD3 (figura 19E). Estos resultados muestran que
anti-CD3 es el impulsor principal de la activacion de linfocitos T por proteinas de union triespecificas, y que anti-CD28
también contribuye significativamente a la sefial de activacion de linfocitos T. El impulsor principal de la liberacion de
citocinas se examiné también usando PBMC humanos (figura 19F). Al examinar la liberaciéon de TNF, IFNg, IL-2, IL-6
e IL-10, se encontré que CD3 es el determinante principal de la liberacién de citocinas. Se encontré6 que CD28 tenia
la menor contribuciéon. También se encontré que las proteinas de unién triespecificas con anti-CD38vnH1 inducen menos
liberacién de citocinas que el comparador de referencia.

También se examind la proliferacién de linfocitos T. La activacion de linfocitos T usando proteina de unién triespecifica
anti-CD38xanti-CD28xanti-CD3 con Fc variante de IgG4 FALA dio lugar a una mayor proliferaciéon que el control de
referencia o de isotipo (figura 19G). Esta activacion se redujo tras la mutaciéon de los dominios de unién a antigeno
anti-CD28 o anti-CD3 (figura 20).

El modelo de ratén NSG humanizado se usé a continuacién para experimentos de crecimiento de tumores sélidos in
vivo. A los ratones se les implanté en la semana 6-8 células de mieloma humano RPMI8226. En la semana 9, se
introdujeron PBMC humanos por inyeccién ip, se reconstituyeron los hPBMC y se administr6 tratamiento antitumoral
en las semanas 10-13. Se implanté a 56 ratones hembra NSG humanizados con PBMC 5 millones de células
RPMI8226 en Matrigel al 50 %, y se seleccionaron los ratones y se aleatorizaron en el estudio en el dia 5 o0 6 después
del implante. Este modelo sirve como modelo de tumor in vivo en ratones con linfocitos T maduros humanos.

También se ensayaron proteinas de unién triespecificas en un modelo de ratdn NSG de crecimiento tumoral
diseminado, usando células de mieloma humano NCI-H929-Luc y ensayando el crecimiento del tumor por
bioluminiscencia. La proteina de unién triespecifica CD38vH1xCD28supxCD3mig con variante de Fc de IgG4 FALA mostré
una eficacia antitumoral dependiente de la dosis estadisticamente significativa en este modelo de tumor diseminado a
30 pg/kg (figura 21). La proteina de unién triespecifica CD381ry1370XCD28supxCD3mis con variante de Fc de 1IgG4 FALA
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también mostré una eficacia antitumoral dependiente de la dosis estadisticamente significativa en este modelo de
tumor diseminado a 30 pg/kg y 10 pg/kg (figura 22).

Las proteinas de unién triespecificas IgG4 FALA CD38vHixCD28supxCD3mid que contiene mAb2 e IgG4 FALA
CD38hhy1370xCD285upxCD3mid que contiene mAb6 mostraron potentes actividades de destruccién tumoral in vitro contra
células de mieloma NCI-H929-Luc usando PBMC humanos de dos ratones NSG humanizados donadores (figura 23A
y 23B). La proteina de unién triespecifica IgG4 FALA CD38vHixCD28supxCD3mis mostré actividad tumoral in vivo
superior, en comparacién con el anticuerpo biespecifico de referencia, en el modelo de tumor diseminado (figura 23C).
Los valores de p de comparacion con el control de vehiculo (PBS) se determinaron como sigue:

IgG4 FALA CD38vHixCD28supxCD3mig: p = 0,0023; 1gG4 FALA CD38HHy1370XCD28supXCD3mig: p = 0,0088; CD38xCD3
Fab-scFv-Fc biespecifico de referencia: p = 0,6045.

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran un candidato anti-CD38 mejorado con regién Fc variante que
muestra semivida aumentada, liberacién reducida de citocinas no especificas y mayor eficacia antitumoral in vivo.

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

Se requieren dos sefiales para estimular a los linfocitos T para una funcién efectora optima y una proliferacion
mantenida. La activacién mediada por el complejo del receptor de linfocitos T (TCR)-CD3 induce activacion
transcripcional que da lugar a la secreciéon de citocinas. El acoplamiento de una segunda proteina de membrana
superficial, CD28, estimula una via de transduccion de sefiales alternativa e inhibe la muerte celular programada
(Esensten JH, Helou YA, et al. Immunity 44:973-88(2016); Hui E, Cheung J, et al. Science 355:1428-1433 (2017)). En
ausencia de una segunda sefial, la estimulacion de linfocitos T a través de CD3 solo normalmente da lugar a muerte
celular inducida por activacion (Chai JG, Lechler RI. Int Immunol. 9:935-44(1997)). Se plante6 la hipétesis de que la
proliferacion de linfocitos T podria aumentarse combinando especificidades contra estas dos dianas diferentes.

La figura 24A muestra un ensayo indicador de luciferasa que se llevé a cabo usando células Jurkat IL2-luc2P
GloResponse™ (Promega) después de estimulacion por CD38vr1/CD28supxCD3mia ¥ sus mutantes KO de un solo sitio
de unién y KO triple a concentracién de 10 nM. Estos datos ilustran la contribucién de CD28 a la estimulacién de
linfocitos T (por ejemplo, sefializaciéon NFAT).

Usando el formato de Ab biespecifico de variable doble cruzada (CODV) (Steinmetz A, et al. MAbs 8: 867-878(2016)),
se evaluaron combinaciones de Fv de a-CD3¢ (sefial 1) y a-CD28 (sefial 2) para determinar si el acoplamiento doble
de estas moléculas de superficie celular podria estimular y mantener la activacion de linfocitos T (figura 24B). Se us6
un Ab anti-CD3e de afinidad media (Kp ~20 nM) para evitar la estimulacién del receptor de linfocitos T de alta afinidad
que provoca la liberacién de citocinas de alto nivel y aumenta el riesgo de sindrome de liberacién de citocinas. Este
agonista de CD3 se ensay6 en ambas posiciones del brazo doble en combinacién con un Ab contra CD28
superagonista mostrado previamente para apoyar la proliferacion de linfocitos T (Waibler Z, Sender LY, et al. PLoS
One 3:e1708 (2008)). Estos anticuerpos biespecificos monovalentes se incubaron con PBMC humanos in vitro y la
estimulacion de linfocitos T se midio mediante secrecién de interferén-y e IL-2. Aunque ambas orientaciones eran
activas, se observo liberacién optima de estas citocinas con CD3 en la posicion proximal y CD28 en la posicion distal
(figura 24B). A continuacién, se seleccioné este brazo doble para emparejarse con un anticuerpo anti-CD38 en el
formato de Ab triespecifico (Xu L, Pegu A, et al. Science 358:85-90 (2017)).

La figura 25 muestra que la regulacién por aumento del miembro Bcl-xL de la familia Bcl-2 en linfocitos T primarios
inducida por CD38vr1/ CD28supxCD3mid s dependiente de CD28. Estos datos ilustran la contribucién de CD28 a la
supervivencia de los linfocitos T.

La figura 26 muestra que anti-CD28 en el Ab triespecifico proporcionaba sefializacién secundaria esencial para apoyar
la proliferacion primaria de linfocitos T in vitro. Estos datos ilustran la contribucion de CD28 a la proliferacién de los
linfocitos T.

Tomados en conjunto, estos datos muestran que anti-CD28sup en el anticuerpo triespecifico CD38vH1/CD28supxCD3mid
proporciona funcionalidades significativas en la activacién, supervivencia y proliferacién de linfocitos T in vitro.

La figura 27 muestra la configuracion del anticuerpo triespecifico, codificado por anticuerpo precursor. También se
muestra un modelo de estructura del Ab triespecifico CD38vH1/CD28supxCD3mis obtenido basado en estructuras
cristalinas de Fab VH1 anti-CD38 y Fab CD28su,/CD3mis (derecha).

Las figuras 28A y 28B muestran que células de mieloma multiple (MM) con alta (RPMI-8226; figura 28A) y baja
(KMS-11; figura 28B) expresion en la superficie de CD38 se lisaron de manera eficaz por PBMC humanos (E:T = 10:1)
incubados con diversas concentraciones del Ab triespecifico. La contribucion a la actividad de destruccién por cada
sitio de unién se demostré6 mediante mutaciones KO del sitio de unién. Estos datos demuestran que el anticuerpo
triespecifico contra CD38 lis6 células de MM humanas mediante el reconocimiento tanto de CD38 como de CD28.
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CD28 expresado en células de mieloma multiples proporcioné una diana secundaria por el anticuerpo triespecifico
CD38vH1/CD28supxCD3mia_FALA, potenciando significativamente su actividad destructora.

Las figuras 29A-29C muestran que el mutante KO anti-CD28sup del Ab triespecifico presentd una actividad antitumoral
notablemente reducida contra células MM CD38hnigh, CD38mis y CD38iow in vitro. Se muestran ensayos que usan células
RPMI-8226 (figura 29A), U266 (figura 29B) o KMS-11 (figura 29C). La expresion de CD28 en células de MM aumenté
su susceptibilidad a la cit6lisis mediada por el anticuerpo triespecifico contra CD38.

La figura 30 muestra los resultados de un estudio de eficacia in vivo en un modelo de linea celular de mieloma multiple
humano diseminado usando un ratén NSG reconstituido con linfocitos T primarios humanos amplificados in vitro. La
reduccion de la carga tumoral en los grupos de tratamiento con anticuerpo triespecifico
CD38vH1/CD28supxCD3mis_FALA fue dependiente de la dosis y estadisticamente diferente. Por tanto, el anticuerpo
triespecifico contra CD38 confirid proteccién contra el crecimiento tumoral in vivo de células de MM humano
diseminadas.

Un estudio microscépico demostré ademas la destruccion de células cancerosas por linfocitos T humanos primarios
mediada por el anticuerpo triespecifico in vitro. Las figuras 31A y 31B muestran imagenes de microscopio que
demuestran RPMI-8226 (células de MM humano, marcadas con tinte CellTracker Deep Red) lisadas por PBMC
humanas mediado por anticuerpo triespecifico CD38vn1/CD28supxCD3mig_FALA. La figura 31A muestra el control,
mientras que la figura 31B muestra la lisis mediada por anticuerpo triespecifico CD38vH1/CD28supoxCD3mia FALA. Se
us6 una relacién de E:T de 10:1 con incubacion de 24 h. La exposicion al Ab de control mutante anulador triple indujo
cambios minimos en la viabilidad de las células tumorales durante 24 horas (figura 31A). Por el contrario, la incubacién
con el Ab triespecifico contra CD38 activo indujo una agrupacion sustancial de linfocitos T alrededor de las células
tumorales, lo que da lugar a su lisis casi completa (figura 31B). Estos datos demuestran que el anticuerpo triespecifico
CD38/CD3xCD28 medi6 la citlisis de las células de mieloma por los linfocitos T.

Ejemplo 10: La modificacion de los sitios de union al receptor de Fc en la region Fc de 1gG4 de proteinas de
union triespecificas anti-CD38 reduce la inflamacidon no especifica

La region Fc de los anticuerpos se une a receptores celulares en monocitos y linfocitos NK que inducen inflamacion
no especifica, o que podria predisponer a los sujetos de tratamiento al sindrome de liberacion de citocinas. La funcién
de los receptores de Fc en la estimulacion de la liberacion de citocinas se examiné ensayando mutantes que eliminaron
la unién a Fcyl, Feylla,b y Feylll. Para este propoésito, se usé un isotipo IgG4 que no fija el complemento.

Se uso6 la unién en el ensayo de resonancia de plasmones superficiales (SPR) usando el sistema BlAcore (Pharmacia
Biosensor; Piscataway, NJ) para medir la afinidad de las variantes de Fc de |IgG4 especificadas por los receptores de
Fc humanos indicados inmovilizados en el chip. Se usaron variantes de Fc de IgG4 a 150 nM. La unién a FcRn humano
se realiz6 usando ELISA recubriendo el antigeno FcRn humano en la placa.

Una mutacion ("FALA") en la region Fc que se ha descrito previamente (Alegre ML, Peterson LJ, et al. Transplantation
57:1537-43(1994); véanse también los ejemplos 7-9) eliminé la unién a todos los receptores de Fc (figuras 32 y 33).
Cuando se ensay0 la liberacion de citocinas no especificas, se anulé la liberacion de IFN-y en PBMC no estimulados,
al tiempo que se permitia la maxima estimulacién en presencia de dianas tumorales que expresaban CD38 (FIG. 34,
izquierda frente a derecha, FALA). Este mutante de Fc retuvo su actividad citolitica en dianas tumorales de mieloma
comparables al control natural de Fc en células que expresan diferentes niveles de CD38 (figura 35). Asimismo, otra
regiéon Fc de IgG4 mutada ("PVA", véase la figura 32) que eliminaba la unién a receptores de Fc (figura 33) también
anulé la liberacién de IFN-y en PBMC no estimulados, al tiempo que permitia la maxima estimulaciéon en presencia de
dianas tumorales que expresaban CD38 (figura 34, izquierda frente a derecha, PVA) y conservaba su actividad
citolitica en dianas tumorales de mieloma comparable al control natural de Fc en células que expresan diferentes
niveles de CD38 (figura 35).

Ejemplo 11: Contribucion de anti-CD38 y anti-CD28 a la actividad citolitica de proteinas de union triespecificas

Se generaron mutantes de Ab triespecificos para cada sitio de unién o combinacién de sitios de unién y se ensayaron
para determinar su actividad citolitica contra lineas celulares de mieloma multiple con expresién en superficie alta
(RPMI-8226) o baja (KMS-11) de CD38 y CD28.

Como se muestra anteriormente en las figuras 28A y 28B, la mutacion de la unién especifica a CD3 anul6 la citélisis,
mientras que las mutaciones anuladoras anti-CD38 y CD28 mostraron una destruccién notablemente reducida, pero
se mantuvo algo de funcién residual, lo que indica que tanto anti-CD38 como CD28 contribuian a la destruccién de las
células tumorales.

En comparacién con daratumumab (el anticuerpo monoclonal contra a-CD38 aprobado para el tratamiento de mieloma
multiple; véase McKeage K. Drugs. 76:275-81(2016)), el Ab triespecifico mostré una notable potencia de destruccion
3-4 log mas alta in vitro contra diferentes lineas celulares que expresan CD38, que incluyen células de mieloma miltiple
tanto CD38nigh como CD38iow (figura 36).
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Ejemplo 12: EI Ab CD38/CD3xCD28 estimula Th1 de memoria central CD4 y CD8 y respuestas especificas de
antigeno

Para determinar si el Ab triespecifico CD38/CD3xCD28 podia potenciar la funcién inmunitaria celular, se evalué el
fenotipo de linfocitos T expandidos in vitro.

Materiales y métodos

Se aislaron leucocitos monomorfonucleares de la sangre periférica de sangre de donadores humanos sanos recogida
por Research Blood Components, LLC (Boston, MA). Los PBMC se afiadieron a placas recubiertas de anticuerpo (350
ng/pocillo) (5 x 10 células/ml), como se describe anteriormente, y se incubaron a 37 °C durante 3 y 7 dias. Las células
se recogieron en puntos temporales especificos y se analizaron por citometria de flujo para subconjuntos de linfocitos
T: virgenes (CCR7+ CD45R0O-), Tcm (CCR7+ CD45R0+), Tern (CCR7- CD45R0+), Treg (CD4+ Foxp3+ CD25hi). Las
células también se trataron con monensina (GolgiStop) (BD Biosciences, CA) durante al menos 6 horas antes de la
tincion de flujo para determinar la expresion de citocinas intracelulares: Th1 (CD4+ IFN-y+), Th2 (CD4+ IL-4+) y Th17
(CD4+ IL-17+). Se detectaron linfocitos T CD8+ especificos de pp65 de CMV usando pentamero conjugado
fluorescente restringido al HLA de los donadores de PBMC (A*02:01/NLVPMVATYV) (Prolmmune, Oxford, Reino Unido).
Los PBMC se obtuvieron de HemaCare (Van Nuys, CA) de donadores con poblaciones positivas a CMV y tipos de
HLA conocidos. Se usaron PMBC de donadores negativos para el tipo de HLA restrictivo como control negativo. La
tincién se hizo segun el protocolo del fabricante.

Resultados

Los PBMC humanos se incubaron durante 7 dias con el Ab triespecifico o un control negativo mutante triple en
ausencia de citocinas. El analisis de los subconjuntos CD4 revelé la mayor proliferacion en la combinacion de memoria
central, con un aumento mas pequefio en las células de memoria efectoras (figura 37A). El analisis del subconjunto
CD4 también revel6 la mayor proliferacién de linfocitos Th1 (>6 veces) en comparacién con linfocitos Th2 o Th17
(figura 37B). En el subconjunto CD8, hubo un aumento >150 veces en el subconjunto CD8 de memoria central en el
dia 7, con un aumento menor en las células de memoria efectoras (figura 37C). Es importante destacar que las
respuestas CD8 especificas de antigeno preexistentes al CMV, dirigidas al epitopo pp65 en donadores HLA-A2
seropositivos usando tincion de tetramero (Gratama JW, van Esser JW, et al. Blood 98:1358-1364 (2001)), aumentd
>44 veces en presencia del triespecifico de CD38 en comparacién con el control negativo (figura 37D).

Tomados en conjunto, estos datos indican que el Ab triespecifico de CD38 estimula la funcién Th1 y las respuestas
protectoras de linfocitos T de memoria CD8 que probablemente potencian la inmunidad antitumoral in vivo.

Ejemplo 13: CD28 en células de mieloma multiple aumenta el reconocimiento de linfocitos T y la citolisis
Materiales v métodos

Citometria de flujo

Los niveles de CD28 y CD38 en las lineas celulares tumorales indicadas se determinaron mediante citometria de flujo
usando el kit QIFI (Dako, Dinamarca, cat. n.2 K0O07811) como se describe (S4). En resumen, se usaron anticuerpo de
ratén anti-CD38 humano (clon AT13/5, IgG1 de ratén, Santa Cruz Biotech, cat. n.2 59028) y anti-CD28 humano (clon
CD28.2, IgG1 de ratdn, k, BioLegend, cat. n.2 3029123) como anticuerpos primarios (a 10 ug/ml) para detectar CD38
y CD28 de superficie en las lineas celulares usando el protocolo del fabricante. Las densidades superficiales se
calcularon usando patrones de calibracion del kit QIF1 y la formulacion proporcionada por el kit.

Generacion de lineas celulares de mieloma multiple humano CD28 KO usando inactivacion mediada por
CRISPR

Para la linea celular KMS-11, la inactivacién de CD28 se realizé usando el kit de inactivacién de CD28 humano por
CRISPR (Origene). El kit contiene un vector donador con un casete funcional de GFP-puromicina y dos vectores de
Cas-9 distintos cada uno con un ARN guia predisefiado diferente (ARNg1: TACCTGTTACTTGAATTGAA (SEQ ID NO:
117) y ARNg 2: ATTTTTTGAGGTCTTCCAAT (SEQ ID NO: 118) dirigidos al exén 1 y al intron 1 de CD28,
respectivamente). Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 3.10° células/pocillo en
medio RPMI 1640 GlutaMAX complementado con FBS al 10 % y se cotransfectaron después de 24 horas con los tres
vectores usando reactivo de transfeccion Lipofectamine™ 3000 (ThermoFisher Scientific) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se afiadié puromicina 48 horas después de la transfeccién a una concentracién final de
0,5 pg/ml. La eficacia de transfeccion fue de un 30 % cuando se usaron 6,25 pl/pocillo de Lipofectamine™ 3000, 1,25
Ug de cada vector de Cas-9/ARNg y 2,5 ug del vector donador de GFP-puromicina. La inactivacion de CD28 en la
linea celular RPMI 8226 se realizé usando el conjunto de lentivirus todo en uno de CRISPR con ARNgp de CD28
(Applied Biological Materials Inc.). Consiste en un conjunto de 3 vectores lentiviricos todo en uno que expresan el gen
Cas9, un gen de resistencia a puromicina y un ARNgp diferente (ARNgp 1: ATTGTCGTACGCTACAAGCA (SEQ ID
NO: 119) dirigido al exon 2 de CD28 y ARNgp 2: CAAAAGGGCTTAGAAGGTCC (SEQ ID NO: 120) y ARNgp 3:
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CTATAGCTTGCTAGTAACAG (SEQ ID NO:121) dirigido al exén 3 de CD28). Las células se infectaron usando un
protocolo de espinoculacién con 2.10% células mezcladas con particulas lentiviricas (10 Ul/célula), 8 ug/ml de polibreno
y potenciador de la transduccion ViralPlus 1:100 (Applied Biological Materials Inc.). La mezcla se preincubd durante
20 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd durante 30 minutos a 32 °C y 800 xg y se sembrd en una
placa de 12 pocillos. Se afiadié puromicina 48 horas después de la infeccién a una concentracion final de 0,25 pg/ml.
Ambas lineas celulares se pasaron al menos 5 veces (0 hasta que la viabilidad celular quedd estable) antes de
confirmar la inactivacion de CD28 a nivel de proteina por citometria de flujo (anticuerpo CD28 PE clon 28.2 -
BioLegend). Las células CD28 negativas se clasificaron entonces en un clasificador celular Sony SH800S y se
cultivaron en medio complementado con 0,25 pug/ml o 0,5 pg/ml de puromicina, 100 unidades/ml de penicilina y 100
pMa/ml de estreptomicina (ThermoFisher Scientific). A continuacion, las células se clonaron por dilucion limitante y la
inactivacion de CD28 se validé por citometria de flujo y por PCR y secuenciacién de Sanger usando los cebadores
directos e inversos enumerados a continuacion.

Tabla R. Lista de cebadores directos e inversos.

Linea Amplicén Cebadores Tamaiio Comentarios
celular del
amplicén
KMS- CD28_GFP_left 1475 pb Valida la insercion del casete
ol de GFP-puromicina (lado
CACAACCTGTCCCCATCCTATGAA izquierdo)

(SEQ D NG:122)

R:
AAGCTGCCATCCAGATCGTTATCG
{SEQ 1D NO:123)

CD28_PURO_right 1233 pb Valida la insercion del casete
de GFP-puromicina (lado
E derecho)

CCAAATTAAGGGCCAGCTCATICC
{(SEQIDNO:124)

Region que rodea la union del

RPMI CD28_Exon_1 R ex6n 1-intrén 1 de CD28
8226 ACCTGTACATCCTTGOGUAAATCC correspondiente al sitio de
BEQIDNOG1IZS insercién del casete de GFP-
puromicina y/o indels después
de CRISPR
Variable;
¥ WT =720

GTCAGGATGCCTIGTIGGTITIGAGT
(SEQ I XD 126)

R:
CAGAGCTTCCAGAGCCAATCTAC
{SEQ R NO: 127

Exon_2 Variable; Region de escisién que rodea
P WT=682|el exon 2 de CD28
CCATGTACTGCCITCTGGGTGAAA | pb correspondiente a los sitios de
(SEQ 1D NO2E) escision de CRISPR

R: CCACTGACCACAACCCAGTTTT
(SEQ ID NO: 129)
Exon_3 F: AGGCCATTGGAAGTCACCGTTT
(SEQ ID NO: 130)
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Linea Amplicén Cebadores Tamaiio Comentarios
celular del
amplicén

Variable; Regidon que rodea el exén 3 de
WT =816 | CD28 correspondiente a los
R: pb sitios de escision de CRISPR
GCCAACATTICTCCATTIGOCTTICAG
{(SEQ I XOn13Y

Resultados

CD28 se incorporé en el Ab triespecifico para mejorar la proliferacién y supervivencia de linfocitos T, sin embargo,
cuando se evaluaron marcadores de superficie celular en células de mieloma multiple, se encontré que la mayoria de
las lineas celulares (>95 %) expresaba la glucoproteina CD28 (tabla S).

Tabla S. Expresion en la superficie celular de CD28 y CD38 en lineas celulares de mieloma multiple humano.

....................................................................................................................................................................................................................................................

Linea celular _\CD28 :
JJN3104O ...................................................................................................
KMS11(p17)35345 ..........................................................
?Uééé ................................................................................................................... 17052513825 ............................................
1-363 19,145 117,500

MM.1S 56,560 144,535

MM.1R 66,220 149,160

'KMS-12BM 0 162,845

'RPMI 8226 183,915 136,255

\NCI-H929 22,085 £153,620

LP-1 7,420 372,835

|U266-CD38++ 126,465 1633,805

|JUN3-CD38 0 714,805

'MOLP-8 245 :885,030
'NCI-H929-CD38++ 22,935 1981,310

'RPMI 8226-CD38++ 86,320 £1,419,120

Se ha informado de que la expresién de CD28, aunque esta ausente en células plasmaticas normales (Almeida J, et
al. British J. of Haematol. 107:121-131(1999)), puede detectarse en células plasmaticas de mieloma primario en
aproximadamente un tercio de los pacientes recién diagnosticados (Mateo G, et al. Clin. Cancer Res. 11:3661-3667
(2005)). Ademas, aumenta en frecuencia durante la progresién del mieloma y se correlaciona con un mal prondstico y
rasgos caracteristicos agresivos del mieloma (Robillard N, Jego G, et al. Clin Cancer Res. 4:1521-6 (1998); Nair JR,
Carlson LM, et al. J Inmunol. 187:1243-53 (2011)).

Para determinar si la expresion de CD28 en células diana podria mejorar el reconocimiento y la lisis por linfocitos T,
se compard la actividad de Ab natural frente a triespecifico nulo contra CD28 en tres lineas de mieloma independientes
con grados variables de expresién de CD38 y CD28. Como se indica anteriormente en el ejemplo 9 y se muestra en
las figuras 29A-29C, se observo citdlisis en las tres lineas, independientemente del nivel de expresién de CD28 por
el Ab triespecifico de CD38; sin embargo, contra todas las lineas celulares, |la actividad citolitica del Ab triespecifico
nulo contra CD28 se redujo 30-100 veces, con la disminucién mas sustancial en la linea celular KMS-11, que mostré
la expresion mas baja de CD38 (véase WT frente a ACD28, figura 29C frente a figura 29A o figura 29B).

La contribucién de CD28 al reconocimiento de células tumorales y a la lisis se confirmd adicionalmente usando
inactivacion CD28 mediada por CRISPR en la célula diana de mieloma. La expresion de CD28 fue indetectable en
células CD28KO KMS-11 en comparacién con la linea precursora (figura 38, panel superior, derecha frente a
izquierda). La sensibilidad de las células CD28KO KMS-11 a la citélisis por linfocitos T se redujo simultaneamente 10-
100 veces (figura 38, panel inferior, izquierda). Coherente con este efecto, no se observé diferencia en la citdlisis con
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el triespecifico de CD38 en comparacién con el triespecifico mutante nulo contra CD28 en las células diana CD38 KO
(figura 38, panel inferior, derecha).

Ejemplo 14: Citdlisis del Ab triespecifico de CD38 contra lineas celulares de cancer hematico CD38* (no forma
parte de la presente invencion)

Los ejemplos previos muestran anticuerpos anti-CD38/CD3/CD28 triespecificos que promueven la citdlisis de células
de mieloma multiple. Se ensay6 la capacidad de estos anticuerpos de promover la citélisis de otras lineas celulares
cancerosas.

Como se muestra en la figura 39, el Ab mutante FALA triespecifico CD38/CD28xCD3 tenia actividad citolitica dirigida
a lineas CD38+*CD28", incluyendo leucemia mielocitica aguda (AML (KG-1)}), un linfoma de linfocitos B (OCl-Ly19),
leucemia linfocitica T aguda (ALL (KOPNB8)) y linfoma linfocitico crénico (CLL(Z-138)). Esto demuestra que los
anticuerpos triespecificos anti-CD38/CD3/CD28 tienen actividad contra otras lineas celulares de cancer hematico
CD38+, incluyendo las que son CD28-.

Ejemplo 15: La activacion in vitro de PBMC humanos por superagonista de a-CD28 requiere bivalencia del
anticuerpo

La activacién in vitro de PBMC humanos por TGN1412 (TGN), el brazo de unién individual TGN1412 (TGNslg) y el
brazo de unién individual anti-CD28sup (CD28supslg) se realizé como se describe (Findlay L, Eastwood D, et al. J
Immunol Methods 352:1-12 (2010)). Se sembraron 10° PBMC humanos en placas de polipropileno de 96 pocillos
recubiertas en seco con los anticuerpos indicados (1 ug/pocillo) durante 24 horas como se describe previamente. Se
midieron citocinas tales como IFN-y, TNF-a e IL2 en el sobrenadante por Luminex como se describe en el ejemplo 8.

La inclusién de una sola especificidad del superagonista de CD28 también redujo la liberacion de citocinas no
especificas observada con el mAb superagonista de CD28 (figura 40) asociada previamente con sus efectos adversos
como IgG natural en seres humanos (Suntharalingam G, Perry MR, et al. N Engl J Med 355:1018-1028 (2006})). En
cambio, la coestimulaciéon por el Ab triespecifico aumenté la potencia y supervivencia de linfocitos T que lisan y
protegen contra los tumores. De forma mas interesante, el Ab triespecifico de CD38 amplifica preferentemente
poblaciones de linfocitos Th1 y Tem in vitro, mostrando un rasgo caracteristico importante que difiere del Ab monoclonal
agonista de a-CD3 o superagonista de a-CD28 usado para propagar Treg para inducir tolerancia (Penaranda C1, Tang
Q, Bluestone JA. J Immunol. 187:2015-22 (2011); Tabares P, Berr S, et al. Eur J Immunol. 44:1225-36 (2014)).

Tomados en conjunto, los datos presentados en los ejemplos 1-15 muestran anticuerpos triespecificos anti-
CD38/CD3/CD28 que estimulan una potente inmunidad antitumoral mediante el acoplamiento de dos receptores de
sefializacion de linfocitos T y la potenciacion del reconocimiento de células diana. La unién a CD3 y CD28 activé la
sefializacion del receptor de linfocitos T que regulé por aumento Bcl-xl e inhibié la apoptosis de linfocitos T, aumentando
la funcién efectora y la supervivencia de los linfocitos T. El tercer brazo del Ab triespecifico interactué con CD38, que
se expresa altamente en células de mieloma multiple. De forma coincidente, CD28 también se expresa en células de
la mayoria de los mielomas; por lo tanto, el Ab triespecifico mejoré la direccion al mismo tiempo que potencié la
activacion de linfocitos T y la cit6lisis. El anticuerpo triespecifico optimizado lisé células de mieloma >1000 veces mas
eficazmente que daratumumab, un mAb anti-CD38 terapéutico, y mostr6é potente actividad antitumoral in vivo en un
modelo de ratén humanizado.

Cada realizacién descrita en este documento puede combinarse con cualquier otra realizacién o realizaciones salvo
que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier rasgo caracteristico o realizacién indicada como
preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otro rasgo caracteristico o rasgos caracteristicos o realizacién
o realizaciones indicadas como preferidas o ventajosas, salvo que se indique claramente lo contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de unién que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a un polipéptido CD38, en donde el
sitio de unioén a antigeno comprende:

(a) un dominio variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una secuencia de CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYA (SEQ ID NO: 37), una secuencia de CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de IYPGQGGT (SEQ ID NO: 38) y una secuencia de CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de ARTGGLRRAYFTY (SEQ ID NO: 33); y

(b) un dominio variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una secuencia de CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de QSVSSYGQGF (SEQ ID NO: 39), una secuencia de CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de GAS (SEQ ID NO: 40) y una secuencia de CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de QQNKEDPWT (SEQ ID NO: 36).

2. La proteina de unién de la reivindicacién 1, en donde:

(a) el dominio VH comprende la secuencia, del extremo N al extremo C, FR1-CDR-HI-FR2-CDR-H2-FR3-CDR-H3-
FR4; en donde FR1 comprende la secuencia QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 86),
QVQLVQSGAEVVKSGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 87) o QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKAS (SEQ ID NO: 88);
en donde FR2 comprende la secuencia MHWVKEAPGQRLEWIGY (SEQ ID NO: 90) o MHWVKEAPGQGLEWIGY
(SEQ ID NO: 91); en donde FR3 comprende la secuencia NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFC
(SEQ ID NO: 93) o NYNQKFQGRATLTADTSASTAYMEISSLRSEDTAVYFC (SEQ ID NO: 94); y en donde FR4
comprende la secuencia WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 96); o

(b} el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y el dominio VL comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, en donde opcionalmente la proteina de unién comprende una cadena pesada de
anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:15 y una cadena ligera de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

3. La proteina de unién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el sitio de unién a antigeno reacciona de
forma cruzada con un dominio extracelular de un polipéptido CD38 humano y un dominio extracelular de un polipéptido
CD38 de macaco cangrejero; opcionalmente en donde el sitio de unidén a antigeno se une a un polipéptido CD38
humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; opcionalmente en donde el sitio de unién a
antigeno se une al polipéptido CD38 humano que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una
constante de disociacién en equilibrio (Kp) de 2,1 nM o menos; opcionalmente en donde el sitio de unién a antigeno
se une a un polipéptido CD38 humano de isoforma E que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
105; opcionalmente en donde el sitio de unién a antigeno se une a un polipéptido CD38 de macaco cangrejero que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30; y opcionalmente en donde el sitio de unién a antigeno
se une al polipéptido CD38 de macaco cangrejero que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30
con una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de 1,3 nM o menos.

4. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la proteina de unién es un anticuerpo
quimérico o humanizado; o en donde la proteina de unién es un anticuerpo monoclonal.

5. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la proteina de unién comprende una
0 mas cadenas pesadas de anticuerpo de longitud completa que comprenden una regién Fc; en donde opcionalmente:
(a) la regién Fc es una regién Fc humana que comprende una 0 mas mutaciones que reducen o eliminan la unién al
receptor de Fc y/o la funcion efectora de la regién Fc;

(b) la regidon Fc es una region Fc de IgG1 humana y opcionalmente:

(1) la regién Fc de IgG1 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las
posiciones 234, 235 y 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas
son L234A, L235Ay P329A, o

(2) la regién Fc de 1gG1 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las
posiciones 298, 299 y 300 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas
son S298N, T299Ay Y300S; o

(c) la regién Fc es una regién Fc de IgG4 humana y opcionalmente:

(1) la regién Fc de IlgG4 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las
posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son
$228P y R409K, y/o

(2) la regién Fc de 1gG4 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a las
posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones aminoacidicas son
F234A y L235A, o la region Fc de IgG4 humana comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones
correspondientes a las posiciones 233-236 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones
aminoacidicas son E233P, F234V, L235A y una eliminacién en 236.

6. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la proteina de unién comprende un
fragmento de anticuerpo F(ab), F(ab')2, Fab'-SH, Fv o scFv.

7. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde:
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(a) la proteina de unién se conjuga con un agente citotéxico o marcador; o
(b) la proteina de unién es una proteina de unién biespecifica que comprende el primer sitio de unién a antigeno que
se une al polipéptido CD38 y un segundo sitio de unién a antigeno.

8. Un polinucleétido que codifica la proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 8.

10. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 8 o el vector de |a reivindicacion 9.
11. Un método de produccién de una proteina de unién, comprendiendo el método cultivar la célula hospedadora de
la reivindicacién 10 de manera que se produzca la proteina de unién, en donde el método comprende opcionalmente

ademas recuperar la proteina de unién de la célula hospedadora.

12. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
11 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. La proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicién farmacéutica de la
reivindicacion 12, para su uso en un método de prevencién y/o tratamiento del cancer en un paciente, en donde
opcionalmente el paciente es un ser humano.

14. La proteina de unién o composicion para el uso de la reivindicacién 13, en donde el método comprende
coadministrar la al menos una proteina de unién o composicién con un agente quimioterapico.

15. La proteina de unién o composicién para el uso de la reivindicacién 13 o reivindicacion 14, en donde el cancer es
mieloma mdltiple, leucemia mielégena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica
(CLL) o un linfoma de linfocitos B.

16. La proteina de unién o composicién para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en donde el

paciente se selecciona para el tratamiento porque las células del cancer expresan un polipéptido CD38 humano de
isoforma E en su superficie celular.
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