ES 3 025 557 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 3 025 557
@Int. Cl..

CO7K 16/28 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)
A61K 39/00 (2006.01)

® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 12.07.2019  PCT/EP2019/068804
Fecha y numero de publicacién internacional: 16.01.2020 WO020011973

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 12.07.2019 E 19742154 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 05.03.2025  EP 3820899

Titulo: Moléculas de anticuerpo

Prioridad: @ Titular/es:

12.07.2018 GB 201811403 INVOX PHARMA LIMITED (100.00%)
Suite 2, First Floor, The Westworks 195 Wood

L - Lane, White City Place
Fecha de publicacién y men0|on en BOPl de la London W12 7FQ, GB
traduccién de la patente:

09.06.2025 (™ Inventorres:

WOLLERTON, FRANCISCA;
LAKINS, MATTHEW;
WYDRO, MATEUSZ;

SURADE, SACHIN y
DYSON, MICHAEL

@ Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3025557 T3

DESCRIPCION
Moléculas de anticuerpo
Campo de la invencion

La invencion se refiere a anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen al ligando
de muerte programada 1 (PD-L1). Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos
comprenden un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1. Los anticuerpos o fragmentos de unién
a antigeno de los mismos de la invencion pueden encontrar aplicacion, por ejemplo, en la terapia del cancer.

Antecedentes de la invencion

La muerte celular programada 1 (PD-1) es un receptor de la superficie celular, sus ligandos PD-L1 (CD274, B7-
H1) y PD-L2 (B7-DC) suministran sefiales inhibidoras que regulan el equilibrio entre activacién, tolerancia e
inmunopatologia de las células T. PD-L1 se expresa transitoriamente en todas las células inmunitarias y
algunas células tumorales.

PD-L1 es una proteina transmembrana de tipo | con dos dominios similares a Ig dentro de la regién extracelular,
un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico corto. La secuencia completa de PD-L1 humano (hPD-
L1) se puede encontrar bajo el No. de Acceso QINZQ7 de GENBANK®. El dominio citoplasmatico no tiene un
resto de transduccion de sefial conocido sugiriendo que no hay sefializacién por PD-L1 en la interaccion del
ligando con su receptor. El peso molecular de PD-L1 es 40 kDa (290 aminoacidos), esta codificado por el gen
CD274 en el cromosoma 9 humano y en el cromosoma 19 de raton. PD-L1 es un miembro de la familia de
proteinas B7 y comparte aproximadamente el 20 % de identidad de secuencia de aminoacidos con B7.1y B7.2.
PD-L1 humano comparte el 70 % y 93 % de identidad de aminoacidos con los ortélogos murinos y de
cynomolgus de PD-L1, respectivamente.

PD-L1 humano se une a su receptor, PD-1, con una afinidad (KD) de 770 nM. PD-1 se expresa en células T
activadas, células B y células mieloides; modula la activacién o inhibicion de respuestas inmunitarias celulares.
La unién de PD-L1 a PD-1 suministra una sefial inhibidora, reduciendo la produccion de citocinas y suprimiendo
la proliferacion de las células T. En consecuencia, la expresién de PD-L1 por las células puede mediar la
proteccién contra la muerte de linfocitos T citotoxicos (CTL) y es un mecanismo regulador que amortigua las
respuestas inmunitarias cronicas durante las infecciones virales. El cancer, como una enfermedad cronica y
proinflamatoria, altera esta ruta inmunoprotectora a través de la regulacién al alza de la expresién de PD-L1
para evadir la respuesta inmunitaria del huésped. En el contexto de una respuesta inmune activa, IFNy también
regula al alza la expresién de PD-L1. PD-L1 también media la supresion inmunitaria a través de la interaccién
con otra proteina, B7.1 (también conocida como CD80), bloqueando su capacidad para suministrar una de las
sefiales secundarias de activacion en las células T a través de CD28. En términos de expresion de PD-L1 en
células tumorales y su acoplamiento con B7.1, la relevancia de esta interaccion especifica en la resistencia
inmunitaria tumoral todavia no esta clara.

La expresion de PD-L1 se ha mostrado en una amplia variedad de tumores sélidos. De 654 muestras
examinadas en un estudio, que abarcaban 19 tumores de diferentes sitios, 89 (14 %) fueron positivas para PD-
L1 (= 5 % de frecuencia). Las frecuencias positivas para PD-L1 mas altas se observaron en cancer de cabeza
y cuello (17/54; 31 %), de cuello uterino (10/34; 29 %), cancer de origen primario desconocido (CUP; 8/29;
28 %), glioblastoma multiforme (GBM; 5/20; 25 %), vejiga (8/37; 21 %), esofagico (16/80; 20 %), mama triple
negativo (TN) (6/33; 18 %) y hepatocarcinoma (6/41; 15 %) (Grosso et al., 2013). Se ha mostrado que la
expresion asociada a tumor de PD-L1 confiere resistencia inmunitaria y protege potencialmente a las células
tumorales de la apoptosis mediada por las células T.

Las terapias dirigidas a PD-L1 han mostrado excelentes resultados en estudios murinos in vivo. En el modelo
murino B16 de melanoma, el tratamiento con terapia anti-PD-L1 combinada con estrategias de vacunacioén
GVAX o FVAX dio como resultado un efecto significativo tanto sobre la supervivencia (30 dias para el control
frente a 52 dias para el tratado con PD-L1) como sobre el porcentaje de animales sin tumor (5 %) tras la
conclusion del estudio (Curran et al.,, 2010). La terapia anti-PD-L1 también se ha usado para estudiar el
mecanismo de la supresion inmunitaria en el modelo de mastoma murino P815. Las células P815 inyectadas
en ratones desencadenan normalmente una fuerte respuesta inmunitaria, que da como resultado su rechazo.
Cuando PD-L1 se expresa en células P815, estas células escapan del ataque inmunitario, que a su vez puede
negarse a través de la administracién de anticuerpos anti-PD-L1 (lwai et al., 2002). Es evidente que la toma
como diana del eje PD-1/PD-L1 en canceres humanos inmunogénicos (Herbst et al., 2014) da como resultado
una ventaja de supervivencia a través de la estimulacién de una respuesta inmunitaria anticancerosa (Wolchok
et al., 2013; Larkin et al., 2015).

Atezolizumab (MPDL3280A, RG7466, TECENTRIQ™) es un anticuerpo IgG1 humanizado que se une a PD-L1.
Se encuentra en ensayos clinicos como monoterapia y también en combinacién con otras terapias biolégicas
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y/o de moléculas pequefias para el tratamiento de canceres sélidos, incluyendo cancer colorrectal, cancer de
mama, carcinoma de pulmén de células no pequefias, cancer de vejiga y carcinoma de células renales. El
tratamiento con atezolizumab dio como resultado tasas de respuesta objetiva (ORR) del 23 % en NSCLC, del
36 % en melanoma, del 33 % en cancer vejiga, del 14 % en RCC y del 13 % en canceres de cabeza y cuello
(Herbst et al., 2014; Powles et al., 2014).

En mayo de 2016, la FDA concedi6 la aprobacién acelerada para atezolizumab para el tratamiento de
carcinoma urotelial metastasico o avanzado localmente después del fracaso de la quimioterapia basada en
cisplatino; sin embargo, el ensayo confirmatorio no logré conseguir su punto final primario de la supervivencia
global. En octubre de 20186, la FDA aprob6 atezolizumab para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén
de células no pequefias (NSCLC) metastasico que tenian progresién de la enfermedad durante o después de
la quimioterapia que contenia platino. Se requiere que los pacientes con aberraciones tumorales genémicas de
EGFR o ALK tengan progresion de enfermedad en terapia aprobada por la FDA para estas aberraciones antes
de recibir atezolizumab. Atezolizumab en combinacién con avastina y quimioterapia estandar para algunos
pacientes con cancer de pulmén esta bajo la revision prioritaria de la FDA, esperandose una decision el 5 de
septiembre de 2018. Los efectos adversos mas comunes notificados en estudios clinicos de atezolizumab
fueron fatiga, apetito disminuido, nauseas e infecciones; la infeccién del tracto urinario fue el efecto adverso
grave mas comun.

Avelumab (MSB0010718C, BAVENCIO™) es un anticuerpo IgG1 completamente humano que se une a PD-L1
y esta sometiéndose a ensayos clinicos en varios canceres, incluyendo cancer de vejiga, cancer gastrico,
cancer de cabeza y cuello, mesotelioma, carcinoma de pulmén de células no pequefias, cancer de ovario,
cancer renal y carcinoma de células de Merkel. Avelumab recibi6 la designacion de farmaco huérfano por la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para el tratamiento del cancer gastrico en enero de 2017. En 2017,
la FDA y la EMA aprobaron avelumab para carcinoma de células de Merkel (un cancer agresivo de piel) en
adultos y pacientes pediatricos de 12 afios y méas. La aprobacién se bas6é en datos de un ensayo clinico
multicéntrico, de brazo Unico, abierto (ensayo JAVELIN Merkel 200). Todos los pacientes tenian MCC
metastasico confirmado histolégicamente con progresién de la enfermedad durante o después de quimioterapia
administrada para enfermedad metastasica. La tasa de respuesta global (ORR) se evalu6 por un comité de
revisién independiente segun los Criterios de Evaluacién de la Respuesta en Tumores Sélidos (RECIST) 1.1.
La ORR fue del 33 % (intervalo de confianza del 95 % [IC]: 23,3, 43,8), con un 11 % de tasas de respuesta
completa y un 22 % de parcial. Entre los 29 pacientes respondedores, la duracién de la respuesta varié de 2,8
a 23,3+ meses, durando el 86 % de las respuestas durante 6 meses o mas. Se observaron respuestas en
pacientes independientemente de la expresién tumoral de PD-L1 o la presencia de poliomavirus de células de
Merkel. Los datos de seguridad se evaluaron en 1.738 pacientes. Las reacciones adversas graves mas
comunes al avelumab fueron reacciones adversas mediadas por el sistema inmunitario (neumonitis, hepatitis,
colitis, insuficiencia suprarrenal, hipo e hipertiroidismo, diabetes mellitus y nefritis} y reacciones a la infusion
potencialmente mortales. Entre los 88 pacientes incluidos en el ensayo JAVELINA Merkel 200, las reacciones
adversas mas comunes fueron fatiga, dolor musculoesquelético, diarrea, nduseas, reaccién relacionada con la
infusién, erupcién, disminucion del apetito y edema periférico. Las reacciones adversas graves que se
produjeron en mas de un paciente en el ensayo fueron lesion renal aguda, anemia, dolor abdominal, ileo,
astenia y celulitis.

Durvalumab (MEDI4736, IMFINZI™) es un anticuerpo IgG1 humano que se une a PD-L1 y que se esta
ensayando en ensayos clinicos solo o en combinacién con tremelimumab en cancer de pulmén de células no
pequerias, carcinoma de células escamosas de la cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer pancreatico y con
otras moléculas biolégicas y pequefias en ensayos para canceres soélidos adicionales tales como canceres
gastricos, melanoma y carcinoma hepatocelular no resecable.

Durvalumab fue aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con carcinoma urotelial metastasico o
avanzado localmente que tienen progresion de la enfermedad durante o después de la quimioterapia que
contiene platino o tienen progresion de la enfermedad dentro de los 12 meses de tratamiento neoadyuvante o
adyuvante con quimioterapia que contiene platino.

Un ensayo clinico de fase 1B de durvalumab y tremelimumab mostré alguna actividad en el cancer de pulmén
de células no pequefias (NSCLC). Sin embargo, en julio de 2017, AstraZeneca anunciaba que un ensayo de
fase Il de durvalumab con tremelimumab como tratamiento de primera linea de cancer de pulmén de células
no pequefias no habia conseguido cumplir su punto final primario de supervivencia libre de progresion.

Se informé que los resultados tempranos de un ensayo de fase | que combinaba durvalumab y gefitinib en
pacientes con cancer de pulmén "fueron prometedores". Esta en curso un ensayo clinico de fase 1 usando
durvalumab con un agonista de TLR 7/8 (MEDI 9197) para tumores solidos. Esta en curso un ensayo de Fase
1b/2a combinando durvalumab con una vacuna de ADN de HPV (MEDI 0457) en pacientes con cancer de
cabeza y cuello metastasico/recurrente asociado con HPV.

En noviembre de 2017, el ensayo clinico doble ciego de fase 3 PACIFIC de AstraZeneca informé de la eficacia
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de durvalumab en el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefias en estadio Ill. Se asignd
aleatoriamente una cohorte de 709 pacientes con NSCLC en estadio Ill, que no tenian progresion de la
enfermedad después de dos o mas ciclos de una quimioterapia basada en platino, para recibir durvalumab o
un placebo como terapia de consolidacién para su cancer de pulmén. Durvalumab aument6 la mediana de la
supervivencia libre de progresion de 5,6 meses (placebo) a 16,8 meses (durvalumab); la tasa de supervivencia
libre de progresion a los 12 meses aumentd del 35,3 % (placebo) al 55,9 % (durvalumab), y la tasa de
supervivencia libre de progresion a los 18 meses aumentoé del 27,0 % (placebo) al 44,2 % (durvalumab). La
mediana del tiempo hasta la muerte o metastasis distantes aumenté de 14,6 meses (placebo) a 23,2 meses
(durvalumab). Sin embargo, los efectos secundarios extremos también aumentaron del 26,1 % de los pacientes
(placebo) al 29,9 % de los pacientes (durvalumab).

Se notificaron efectos adversos tras la exposicion a durvalumab en 182 pacientes con carcinoma urotelial
metastasico o localmente avanzado cuya enfermedad ha progresado durante o después de un régimen
estandar basado en platino. Los pacientes recibieron 10 mg/kg de durvalumab mediante infusién intravenosa
cada 2 semanas. La mediana de la duracién de la exposicion fue de 10,2 semanas (rango: 0,14, 52,4). El treinta
y uno por ciento (31 %) de los pacientes tuvieron un retraso o interrupcion del farmaco por una reaccion
adversa. Las mas comunes (> 2 %) fueron lesidén hepatica (4,9 %), infeccion del tracto urinario (3,3 %), lesién
renal aguda (3,3 %) y dolor musculoesquelético (2,7 %). Las reacciones adversas mas comunes (2 15 %)
fueron fatiga (39 %), dolor musculoesquelético (24 %), estrefiimiento (21 %), apetito disminuido (19 %), nduseas
(16 %), edema periférico (15 %) e infeccién del tracto urinario (15 %). Las reacciones adversas de Grado 3 0 4
mas comunes (= 3 %) fueron fatiga, infeccién del tracto urinario, dolor musculoesquelético, dolor abdominal,
deshidratacién y deterioro general de la salud fisica. Ocho pacientes (4,4 %) que fueron tratados con
durvalumab experimentaron eventos adversos de Grado 5 de parada cardiorrespiratoria, deterioro general de
la salud fisica, sepsis, ileo, neumonitis o hepatitis mediada por el sistema inmune. Tres pacientes adicionales
estaban experimentando infeccion y progresién de la enfermedad en el momento de la muerte. Se interrumpid
durvalumab por reacciones adversas en el 3,3 % de los pacientes. Se produjeron reacciones adversas graves
en el 46 % de los pacientes. Las reacciones adversas graves mas frecuentes (> 2 %) fueron lesién renal aguda
(4,9 %), infeccion del tracto urinario (4,4 %), dolor musculoesquelético (4,4 %), lesion hepatica (3,3 %), deterioro
general de la salud fisica (3,3 %), sepsis, dolor abdominal, pirexia/fiebre asociada a tumor (2,7 % cada uno).
Las reacciones adversas mediadas por el sistema inmunitario que requirieron corticoesteroides sistémicos o
terapia de sustitucion hormonal se produjeron en el 8,2 % de los pacientes (15/182), incluyendo el 5,5 % de los
pacientes (10/182) que requirieron terapia sistémica con corticoesteroides y el 2,7 % de los pacientes (5/182)
que so6lo requirieron terapia de sustitucion hormonal. Siete pacientes (3,8 %) recibieron una dosis oral de
prednisona equivalente a > 40 mg al dia para una reaccion adversa mediada por el sistema inmunitario.

Se han probado otros anticuerpos anti-PD-L1 incluyendo BMS-936559 en ensayos clinicos, y otros estan en
pruebas preclinicas.

W02013181634 (Sorrento Therapeutics) describe anticuerpos anti-PD-L1. Solo se dice que un anticuerpo
divulgado, "SH1E2" (SEQ ID NO: 147/148 en esa solicitud), muestra una activacion mejorada de las células T,
medida por el porcentaje de células positivas para CD25, en comparacion con los anticuerpos 10A5 y
YW234.55570 de PD-L1 divulgados en la técnica.

WQ02017220990 (Kymab Limited) describe anticuerpos anti-PD-L1 y el uso de los mismos.

Schlothauer et al. (2016) describe dominios Fc de anticuerpos disefiados por ingenieria que tienen suprimidas
las interacciones FcyR y C1q.

Lobner et al. (2017) describe dominios Fc de anticuerpos disefiados por ingenieria para comprender sitios de
union a antigeno de VEGF en los bucles estructurales del dominio CH3.

Callahan et al. (2016) es un articulo de revision que describe anticuerpos que bloguean el punto de control,
incluyendo anticuerpos anti-PD-L1, y su desarrollo clinico.

Chatterjee et al. (2017) describe el uso del anticuerpo anti-PD-L1 atezolizumab radiomarcado para detectar
PD-L1 en un método de imagenologia no invasiva.

Las enfermedades infecciosas muestran muchos paralelismos con la oncologia. Se cree que el papel de PD-
L1 en la regulacién inmunitaria podria aprovecharse para maximizar la respuesta inmunitaria contra patégenos.
La inmunomodulacién en enfermedades infecciosas es un area emergente de la medicina y las revisiones
tempranas sugieren que el bloqueo de PD-L1 puede mejorar las respuestas biolégicas a la infeccién, en
particular, ayudando a contrarrestar el agotamiento de las células T, gestionando la eliminacién mediada por el
sistema inmunitario y generando inmunidad a largo plazo (Wykes y Lewin, 2017). Por tanto, también sigue
existiendo la necesidad en la técnica de moléculas adicionales que puedan dirigirse a PD-L1 y que encuentren
aplicacién en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Los anticuerpos que se dirigen a PD-L1 también pueden ser Utiles para tratar afecciones asociadas con
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inflamacién, tales como inflamacién vascular y accidente cerebrovascular.

Aunque hay varios agentes terapéuticos anti-PD-L1 en desarrollo, los datos actuales muestran que el
tratamiento global con monoterapias anti-PD-L1 existentes da como resultado una respuesta en menos del
50 % de los pacientes con cancer. El espectro y la gravedad de las reacciones adversas notificadas difieren
entre los anticuerpos en los ensayos clinicos. Para aumentar la tasa de respuesta objetiva (ORR) y/o buscar
reducir los efectos adversos, los anticuerpos anti-PD-L1 pueden combinarse con otros productos biolégicos,
tales como anticuerpos contra otros reguladores de puntos de control, asi como con terapias de moléculas
pequefias y otros enfoques de activacién del sistema inmunitario, tales como vacunas tumorales.

Por tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de moléculas adicionales que puedan dirigirse a PD-L1
y que encuentren aplicacion en la terapia del cancer.

Declaraciones de la invencion

Los presentes inventores han preparado anticuerpos anti-PD-L1 mediante cribado de una biblioteca de fagos,
seguido de mutagénesis, cribado, seleccién y transposicién de cadenas ligeras para aislar anticuerpos anti-PD-
L1 con afinidad por PD-L1 y actividad en un ensayo de activacion de células T.

Se realizaron rondas adicionales de mutagénesis, cribado y seleccion para eliminar sitios potenciales para
modificaciones postraduccionales y para mejorar las propiedades biofisicas de los anticuerpos seleccionados.

El enfoque anterior permiti6 la identificaciéon de anticuerpos anti-PD-L1 que mostraron una excelente unién a
PD-L1 y actividad en ensayos de activacion de células T. Sobre la base de estas caracteristicas, se espera que
los anticuerpos de la invencién encuentren aplicacién en el tratamiento de céanceres humanos, asi como
enfermedades infecciosas e inflamatorias, a través de la inhibicion de PD-L1.

También se mostré que los anticuerpos de la invencién tienen una alta afinidad por PD-L1 de cynomolgus,
comparable a su afinidad por PD-L1 humano. Los anticuerpos de la invencién también mostraron afinidad
mensurable por PD-L1 de ratén.

Ademas, se identificaron anticuerpos contra PD-L1 que tenian una temperatura de fusién relativamente alta,
de los que puede esperarse que tengan una estabilidad potenciada, beneficiosa en la fabricacion y
almacenamiento de los anticuerpos.

La invencién es como se expone en las reivindicaciones. Especificamente, la invencién proporciona:

1. Una molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma capaz de unirse especificamente
a PD-L1, que comprende un sitio de union a antigeno que comprende el dominio VH y el dominio VL del
anticuerpo G1AA/E12v2 de las SEQ ID NO: 27 y 28, respectivamente.

2. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun la clausula 1, en donde la
molécula de anticuerpo comprende la cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo G1AA/E12v2 de las
SEQ ID NO: 47 y 48, respectivamente.

3. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma, seguln la clausula 1 o 2, en donde:

(i la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, es una molécula multiespecifica,
preferiblemente biespecifica, que comprende al menos un segundo sitio de unién a antigeno;

(i) la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma, comprende un segundo sitio de
unién a antigeno localizado en un dominio constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno; y/o

(iii) el segundo sitio de union a antigeno comprende:

(a) una primera secuencia en el bucle estructural AB y/o una segunda secuencia en el bucle estructural
EF de un dominio pesado constante,

(b) una primera secuencia en el bucle estructural AB y una segunda secuencia en el bucle estructural
EF de un dominio pesado constante,

(c) una primera secuencia en el bucle estructural AB y/o una segunda secuencia en el bucle estructural
EF y/o una tercera secuencia en el bucle estructural CD de un dominio pesado constante, o

(d) una primera secuencia en el bucle estructural AB, una segunda secuencia en el bucle estructural EF
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y una tercera secuencia en el bucle estructural CD de un dominio pesado constante;

opcionalmente, en donde el dominio constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
de la misma definido en (ii) o el dominio pesado constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno de la misma definido en (iii) es un dominio CH3.

4. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma, segun cualquier clausula anterior,
en donde la molécula de anticuerpo es una inmunoglobulina G (IgG), o fragmento de unién a antigeno de la
misma, opcionalmente en donde:

(i} la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma, o una IgG4 o fragmento de la misma;
y/o

(i) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma con una region Fc modificada;
opcionalmente, ademas, en donde:

(a) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma con una regién Fc modificada con
funcion efectora inmune reducida;

(b) el Fc modificado tiene ADCC y/o CDC reducida con respecto a IgG1;
(c) la region Fc modificada comprende una modificacion LALA, LALA-PA o LALA-PG; y/o

(d) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de unién a antigeno de la misma que comprende
una modificacién LALA en la region Fc.

5. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma, segun la clausula 3 o 4, en donde:

(a) el segundo sitio de unién a antigeno se une a una molécula inhibidora de punto de control, molécula
coestimuladora o antigeno asociado a tumor; y/o

()

(i} el segundo sitio de unién a antigeno no se une a OX40, coestimulador inducible de células T (ICOS)
o CD137;

(i) el segundo sitio de union a antigeno no se une a CD27 o proteina relacionada con TNFR inducida
por glucocorticoides (GITR); o

(i) el segundo sitio de unién al antigeno no se une al gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-3).

6. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun cualquier clausula anterior,
en donde la cadena pesada comprende ademas un resto de lisina adicional (K) en el extremo C de la secuencia
del dominio CH3 de la cadena pesada.

7. Un conjugado o fusién que comprende la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
misma segun cualquier clausula anterior y un modulador del sistema inmunitario (agonista o antagonista), una
molécula citotdxica o un radioisétopo.

8. Una molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico que codifican la molécula de
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segln una cualquiera de las clausulas 1 a 6, o el
conjugado o fusion segin la clausula 7 que comprende la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de la misma segln una cualquiera de las clausulas 1 a 6 y un modulador del sistema inmunitario o
una molécula citotéxica.

9. Una molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de &cido nucleico segun la clausula 8, en donde la
molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico comprende una secuencia de ADNc que
codifica una o mas de los VH y VL; Fab; cadena pesada y/o ligera del anticuerpo G1AA/E12v2.

10. La molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico segun la clausula 9, en donde la
molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico comprende una primera secuencia de
acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde la primera secuencia de acido nucleico
comprende una secuencia de ADNc de VH que codifica el VH del anticuerpo G1AA/E12v2 de la SEQ ID NO:
27 y la segunda secuencia de acido nucleico comprende una secuencia de ADNc de VL que codifica el VL del
anticuerpo G1AA/E12v2 de la SEQ ID NO: 28.
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11. Un vector o conjunto de vectores que comprende la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas
de acido nucleico de una cualquiera de las clausulas 8 a 10.

12. Una célula huésped recombinante que comprende la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de
acido nucleico de una cualquiera de las clausulas 8 a 10, o el vector o conjunto de vectores de la clausula 11.

13. Un método para producir la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado
o fusién segun cualquier clausula anterior, que comprende cultivar la célula huésped recombinante de la
clausula 12 en condiciones adecuadas para la produccién de la molécula de anticuerpo, fragmento de union a
antigeno, conjugado o fusion;

opcionalmente, que comprende ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo, fragmento de unioén a
antigeno, conjugado o fusion.

14. Una composicién, por ejemplo, composicion farmacéutica, que comprende la molécula de anticuerpo,
fragmento de unién a antigeno, conjugado o fusién segln cualquiera de las clausulas 1 a 7 y un excipiente, por
ejemplo, excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. La molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno, conjugado o fusién segun cualquiera de las
clausulas 1 a 7, o la composicion segin la clausula 14, para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante terapia; opcionalmente, en donde el método comprende administrar la molécula de
anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado, fusién o composicion al cuerpo humano o
animal en combinacién con un segundo agente terapéutico, opcionalmente, en donde el segundo agente
terapéutico es una radioterapia, preferiblemente radioterapia dirigida.

16. Un método in vitro para detectar o diagnosticar una enfermedad o trastorno en un individuo, comprendiendo
el método el uso de la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno, conjugado o fusion segun
cualquiera de las clausulas 1 a 7, o la composicién segun la clausula 14, en donde el método se practica en
una muestra obtenida del individuo.

17. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquier clausula anterior, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno tiene una afinidad (KD) por PD-L1 humano recombinante y por PD-
L1 de cynomolgus recombinante de menos de 2 nM, preferiblemente menos de 1 nM, mas preferiblemente
menos de 0,75 nM, aun mas preferiblemente menos de 0,5 nM cuando se mide por SPR (por ejemplo, Biacore).

18. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, segun cualquier clausula anterior, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, potencia la activacion de las células T cuando se evalia
en un ensayo de Reaccién Mixta de Linfocitos (MLR).

El tratamiento contra diversos tipos de cancer usando anticuerpos anti-PD-L1 o anti-PD-1 se ha investigado en
ensayos clinicos y ha mostrado resultados prometedores. Estos incluyen tumores sélidos tales como cancer
de ovario, cancer de préstata, cancer colorrectal, fibrosarcoma, carcinoma de células renales, melanoma
(melanoma avanzado y metastésico), cancer pancreatico, cancer de mama, glioblastoma multiforme, cancer
de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no pequefias y cancer de pulmén de células pequefias),
cancer de cabeza y cuello (tal como carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), cancer de estbmago
(cancer gastrico), cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, cancer uterino (cancer de endometrio uterino,
cancer de cuello uterino), cancer vulvar, cancer testicular, cancer de pene, cancer esofagico, carcinoma
hepatocelular, cancer nasofaringeo, carcinoma de células de Merkel, mesotelioma, cancer colorrectal deficiente
en reparacion de apareamiento erréneo de ADN, cancer endometrial deficiente en reparacién de apareamiento
erréneo de ADN, cancer de tiroides, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin (tal como linfoma difuso de
células B grandes, linfoma folicular, linfoma indolente no de Hodgkin, linfoma de células del manto), leucemia
(tal como leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide, leucemia linfoblastoide aguda, o leucemia
linfoblastoide crénica), mieloma multiple, y linfoma de células T periféricas. El anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo de la invencién puede encontrar aplicaciéon por tanto en el tratamiento de estos canceres.
Se sabe, o se espera, que los tumores de estos canceres contengan células inmunitarias, tales como TIL, que
expresan PD-L1.

En particular, el tratamiento de melanoma, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de vejiga, carcinoma
de células renales, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello (tal como carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello), mesotelioma, cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no pequefias), cancer
de ovario, carcinoma de células Merkel, cancer pancredtico, melanoma y carcinoma hepatocelular usando
anticuerpos anti-PD-L1 se ha investigado en ensayos clinicos y ha mostrado resultados prometedores. Por
tanto, el cancer que va a tratarse usando un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la
invencién puede ser un melanoma, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de vejiga, carcinoma de células
renales, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello (tal como carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello), mesotelioma, cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén de células no
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pequefias), cancer de ovario, carcinoma de células de Merkel, cancer pancreatico, melanoma o carcinoma
hepatocelular.

El cancer puede caracterizarse por la proliferacion anormal de células cancerosas malignas. Cuando la solicitud
se refiere a un tipo particular de cancer, tal como cancer de mama, se refiere a una transformacién maligna del
tejido relevante, en este caso un tejido de mama. Un cancer que se origina a partir de la transformaciéon maligna
de un tejido diferente, por ejemplo, tejido ovarico, puede dar como resultado lesiones metastasicas en otra
ubicacion en el cuerpo, tal como la mama, pero no es por ello un cancer de mama como se denomina en la
presente memoria sino un cancer ovarico.

El cancer puede ser un cancer primario o secundario. Por tanto, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo de la invencién puede ser para su uso en un método de tratamiento del cancer en un paciente, en
donde el cancer es un tumor primario y/o una metastasis tumoral.

También se puede esperar que un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencion
encuentre aplicacion en el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como infecciones virales,
bacterianas, flungicas y/o parasitarias. Preferiblemente, la enfermedad infecciosa es una enfermedad viral,
bacteriana o flingica, mas preferiblemente una enfermedad viral o bacteriana, lo mas preferiblemente una
enfermedad viral. La enfermedad infecciosa puede ser cronica o aguda, pero es preferiblemente cronica.

Los ejemplos de enfermedades virales que pueden tratarse con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo segin la invencion incluyen: virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la gripe,
enterovirus, virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis A (VHA), virus de
la hepatitis D (VHD) y virus de la hepatitis E (VHE), virus sincitial respiratorio (VSR), herpesvirus (tales como
virus de Epstein-Barr, virus del herpes simple 1 (VHS-1), virus del herpes simple 2 (VHS-2), citomegalovirus
(CMV)) e infeccién por papilomavirus.

Los ejemplos de enfermedades bacterianas que pueden tratarse con un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo de la invencion incluyen: infeccion por Mycobacterium tuberculosis, bacterias gram-
negativas (tales como Acinetobacter, Klebisella, Enterobacter), bacterias gran-positivas (tales como Clostridium
difficile, Staphylococcus aureus) y Listeria (por ejemplo, Listeria monocytogenes).

Los ejemplos de enfermedades flngicas que pueden tratarse con un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo de la invencién incluyen: infeccién por Aspergillus y Candida.

Los ejemplos de enfermedades parasitarias que pueden tratarse con un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo de la invencién incluyen: malaria, toxoplasma e infeccidon por Leishmania.

Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la invencién esta disefiado para ser utilizado
en métodos de tratamiento de pacientes, preferiblemente pacientes humanos. Un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo de la invencion se administrar4& normalmente en forma de una composicién
farmacéutica, que puede comprender al menos un componente adicional, tal como un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, una composicion farmacéutica de la invencién puede comprender,
ademas del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, un excipiente, vehiculo, tampén,
estabilizante u otros materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos por los expertos en la técnica.
Tales materiales no deben ser toxicos y no deben interferir con la eficacia del anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo. La naturaleza precisa del vehiculo u otro material dependera de la via de administracion,
que puede ser mediante inyeccion, por ejemplo, intravenosa o subcutanea. El anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo puede administrarse por via intravenosa o subcutanea.

Las composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido tal como agua o
solucién salina fisiolégica. Para inyeccién subcutanea o intravenosa, o inyeccion en el sitio de afliccion, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, o composicion farmacéutica que comprende el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, esta preferiblemente en forma de una solucién acuosa
parenteralmente aceptable que esta libre de pirégenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados.

Una composicién que comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la invencién
puede administrarse sola o en combinacién con otros tratamientos, simultaneamente o secuencialmente o
como una preparacién combinada con otro agente o0 agentes terapéuticos, dependiendo de la afeccion que se
va a tratar. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo de la invencién puede administrarse en
combinacién con un agente terapéutico existente para la enfermedad que va a tratarse, por ejemplo, un cancer
tal como se mencioné anteriormente. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo de la invencién puede
administrarse al paciente en combinacién con una segunda terapia anticancerosa, tal como quimioterapia,
vacunacion antitumoral (también denominada vacunacién contra el cancer), radioterapia, inmunoterapia, un
virus oncolitico, terapia de células T de receptor de antigeno quimérico (CAR) o terapia hormonal.
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Se espera que el anticuerpo o fragmento del mismo de la invencién pueda actuar como un adyuvante en la
terapia anticancerosa, tal como quimioterapia, vacunacion antitumoral o radioterapia. Sin desear estar limitado
por la teoria, se cree que la administracion del anticuerpo o fragmento del mismo al paciente como parte de la
quimioterapia, vacunacién antitumoral o radioterapia desencadenara una respuesta inmunitaria mayor contra
el antigeno PD-L1 asociado al cancer, que la que se logra con quimioterapia, vacunacion antitumoral o
radioterapia sola.

Un método para tratar el cancer en un paciente puede comprender asi administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento del mismo segun la invencién en combinacion con un
agente quimioterapéutico, vacuna antitumoral, radiontclido, agente inmunoterapéutico, virus oncolitico, célula
CAR-T o agente para terapia hormonal. El agente quimioterapéutico, vacuna antitumoral, radionuclido, agente
inmunoterapéutico, virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia hormonal es preferiblemente un agente
quimioterapéutico, vacuna antitumoral, radionuclido, agente inmunoterapéutico, virus oncolitico, célula CAR-T
0 agente para terapia hormonal para el cancer en cuestién, es decir, un agente quimioterapéutico, vacuna
antitumoral, radiontclido, agente inmunoterapéutico, virus oncolitico, célula CAR-T o agente para terapia
hormonal que se ha mostrado que es eficaz en el tratamiento del cancer en cuestién. La seleccién de un agente
quimioterapéutico, vacuna antitumoral, radionuclido, agente inmunoterapéutico, virus oncolitico, célula CAR-T
o agente para terapia hormonal adecuado, que se ha mostrado que es eficaz para el cancer en cuestion, esta
dentro de las capacidades del profesional experto.

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

Las estrategias de vacunacion para el tratamiento de canceres se han implementado en la clinica y se han
analizado en detalle en la bibliografia cientifica (tal como Rosenberg S. Development of Cancer Vaccines.
ASCO Educational Book Spring: 60-62 (2000)). Esto implica principalmente estrategias para provocar que el
sistema inmunitario responda a diversos marcadores celulares expresados por células cancerosas autélogas
o alogénicas usando esas células como método de vacunacién, tanto con, como sin, factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). El GM-CSF provoca una fuerte respuesta en la presentacion
de antigenos y funciona particularmente bien cuando se emplea con dichas estrategias.

Cuando un método comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
o fragmento del mismo segun la invencién en combinacién con un agente inmunoterapéutico, el agente
inmunoterapéutico puede seleccionarse del grupo que consiste en: anticuerpos que se unen a un inhibidor del
punto de control, molécula coestimuladora o factor soluble, tales como anticuerpos que se unen a CTLA-4,
LAG-3, TIGIT, TIM-3, VISTA, CD73, CSF-1R, KIR, OX40, CD40, HEVM, TGFB, IL-10, CSF-1. Alternativamente,
el agente inmunoterapéutico puede ser una 0 mas citocinas o terapias basadas en citocinas seleccionadas del
grupo que consiste en IL-2, profarmaco de IL2 conjugada, GM-CSF, IL-7, IL-12, IL-9, IL-15, IL-18, IL-21 e
interferén de tipo 1.

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

Descripcion detallada

La invencién proporciona una molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma capaz de
unirse especificamente a PD-L1, que comprende un sitio de unién a antigeno que comprende el dominio VHy
el dominio VL del anticuerpo G1AA/E12v2 de las SEQ ID NO: 27 y 28, respectivamente. Un anticuerpo o
fragmento de unioén a antigeno del mismo de la invencién puede producirse por medios recombinantes. Un
"anticuerpo recombinante" es un anticuerpo que ha sido producido por una célula huésped disefiada por
ingenieria de forma recombinante. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la invencién
se aisla o purifica, opcionalmente.

El término "PD-L1" puede referirse a PD-L1 humano, PD-L1 murino, en particular de ratén, y/o PD-L1 de mono
cynomolgus, a menos que el contexto requiera lo contrario. Preferiblemente, el término "PD-L1" se refiere a
PD-L1 humano, a menos que el contexto requiera lo contrario.

El término "molécula de anticuerpo” describe una inmunoglobulina ya sea natural o producida de forma parcial
o totalmente sintética. La molécula de anticuerpo puede ser humana o humanizada. La molécula de anticuerpo
es preferiblemente una molécula de anticuerpo monoclonal. Los ejemplos de anticuerpos son los isotipos de
inmunoglobulina, tales como inmunoglobulina G, y sus subclases isotipicas, tales como IgG1, IgG2, IgG3 e
IgG4, asi como fragmentos de las mismas. Las cuatro subclases humanas (IgG1, 1IgG2, 1IgG3 e IgG4) contienen
cada una, una cadena pesada diferente; pero son altamente homélogas y difieren principalmente en la region
bisagra y el grado en el que activan el sistema inmunitario del huésped. IgG1 e IgG4 contienen dos enlaces
disulfuro intercatenarios en la region bisagra, IgG2 tiene 4 e IgG3 tiene 11 enlaces disulfuro intercatenarios.

Los términos "anticuerpo”" y "molécula de anticuerpo”, como se usan en la presente memoria, incluyen
fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fab y scFv, siempre que dichos fragmentos comprendan un
sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1. A menos que el contexto requiera lo contrario, los
términos "anticuerpo” o "molécula de anticuerpo”, como se usan en la presente memoria, son por tanto
equivalentes a "anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo".

Los anticuerpos son inmunoglobulinas, que tienen la misma estructura basica que consiste en dos cadenas
pesadas y dos ligeras que forman dos brazos Fab que contienen dominios idénticos que estan unidos por una
region bisagra flexible al tallo del anticuerpo, el dominio Fc, que da la forma clasica de "Y". Los dominios Fab
consisten en dos dominios variables y dos constantes, con un dominio pesado variable (VH) y un dominio
pesado constante 1 (CH1) en la cadena pesada y un dominio ligero variable (VL) y un dominio ligero constante
(CL) en la cadena ligera. Los dos dominios variables (VH y VL) forman el fragmento variable (Fv), que
proporciona la especificidad antigénica del anticuerpo basada en CDR, actuando los dominios constantes (CH1
y VL) como armazén estructural. Cada dominio variable contiene tres bucles hipervariables, conocidos como
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). En cada uno de VH y VL, las tres CDR (CDR1, CDR2
y CDR3) estan flanqueadas por cuatro regiones marco menos variables (FR) (FR1, FW2, FW3 y FW4) para dar
una estructura FW1-CDR1-FW2-CDR2-FW3-CDR3-FW4. Las CDR proporcionan un sitio de reconocimiento de
antigeno especifico en la superficie del anticuerpo.

En la presente memoria se usa la nomenclatura de numeracion de Kabat e ImMunoGeneTics (IMGT).
Generalmente, a menos que se indique lo contrario (explicitamente o por el contexto), los residuos de
aminoacidos se numeran en la presente memoria segun el esquema de numeracion de Kabat (Kabat et al.,
1991). Para aquellos casos en donde se usa la numeracion de IMGT, los residuos de aminoacidos se numeran
en la presente memoria segun el esquema de numeracion de ImMunoGeneTics (IMGT). El esquema de
numeracién de IMGT se describe en Lefranc et al., 2005.

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para
producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que generalmente retienen la especificidad del anticuerpo
original. Tales técnicas pueden implicar introducir las CDR en un marco de inmunoglobulina diferente, o injertar
regiones variables en una regién constante de inmunoglobulina diferente. La introduccién de las CDR de una
inmunoglobulina en otra inmunoglobulina se describe, por ejemplo, en EP-A-184187, GB2188638A o EP-A-
239400. Alternativamente, un hibridoma u otra célula que produce una molécula de anticuerpo puede
someterse a mutacion genética u otros cambios, que pueden o no alterar la especificidad de union de los
anticuerpos producidos.
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Como los anticuerpos pueden modificarse de varias maneras, debe interpretarse que el término "anticuerpo”
abarca fragmentos de anticuerpo, derivados, equivalentes funcionales y homélogos de anticuerpos, incluyendo
cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién de inmunoglobulina, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de union de
inmunoglobulina, o equivalente, fusionado con otro polipéptido. La clonacién y expresion de anticuerpos
quiméricos se describen en EP-A- 0120694 y EP-A-0125023.

Un ejemplo de un fragmento de anticuerpo que comprende tanto secuencias de CDR como dominio CH3 es
un minicuerpo, que comprende un scFv unido a un dominio CH3 (Hu et al., 1996).

Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la invencién se une a PD-L1, en particular PD-L1 humano.
La unién en este contexto puede referirse a una union especifica. El término "especifico” puede referirse a la
situacion en donde la molécula de anticuerpo no mostrara ninguna unién significativa a moléculas distintas de
su o sus parejas de unién especificas, en este caso PD-L1. El término "especifico" también es aplicable cuando
la molécula de anticuerpo es especifica para epitopos particulares, tales como epitopos en PD-L1, que son
portados por varios antigenos, en cuyo caso la molécula de anticuerpo sera capaz de unirse a los diversos
antigenos que portan el epitopo.

Los aminoacidos pueden denominarse por sus cédigos de una letra o tres letras, o por su nombre completo.
Los codigos de una y tres letras, asi como los nombres completos, de cada uno de los veinte aminoacidos
estandar se exponen a continuacion.

Aminoacidos, cédigos de una y tres letras

?Aminoécido §Cédigo de una letra §Cédigo de tres letras
?alanina A Ala :
?arginina R Arg
asparagina N Asn
?écido aspartico {D Asp
: C Cys

=

R R R Y e Y e R R S e e e e e

T

T

R R R Y e Y e R R S e e e e e

w

_|

e R R Y e R R e e e e e e

2

Ry R Y e R e R R S ey e e e e

El anticuerpo anti-PD-L1 de la invencién comprende la secuencia de HCDR3 de la SEQ ID NO: 3, la secuencia
de HCDR2 de la SEQ ID NO: 18 y la secuencia de HCDR1 de la SEQ ID NO: 1 y el aminoacido en la posicion
28 en el VH (Kabat) es prolina.

Una modificacion puede ser una sustitucion, delecién o insercién de aminoacidos. Preferiblemente, la
modificaciéon es una sustitucion.

En realizaciones en las que uno o mas aminoacidos estéan sustituidos con otro aminoacido, las sustituciones
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pueden ser sustituciones conservadoras, por ejemplo, segln el siguiente grafico. En algunas realizaciones, los
aminoacidos de la misma categoria en la columna intermedia se sustituyen entre si, es decir, un aminoacido
no polar se sustituye por otro aminoacido no polar, por ejemplo. En algunas realizaciones, los aminoacidos en
la misma linea en la columna més a la derecha se sustituyen entre si.

ALIFATICO | No polar

En algunas realizaciones, |la o las sustituciones pueden ser funcionalmente conservadoras. Es decir, en algunas
realizaciones, la sustitucién puede no afectar (o puede no afectar sustancialmente) a una o mas propiedades
funcionales (por ejemplo, afinidad de unién) de la molécula de anticuerpo que comprende la sustitucién en
comparacién con la molécula de anticuerpo sin sustituir equivalente.

El anticuerpo de la invenciéon comprende el dominio VH de E12v2 expuesto en la SEQ ID NO: 27.
El anticuerpo de la invencion comprende el dominio VL de E12v2 expuesto en la SEQ ID NO: 28.

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

El anticuerpo puede comprender un dominio CH2. El dominio CH2 esta preferiblemente localizado en el
extremo N del dominio CH3, como en el caso de una molécula de IgG humana. El dominio CH2 del anticuerpo
es preferiblemente el dominio CH2 de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana, mas preferiblemente el dominio CH2
de IgG1 humana. Las secuencias de dominios de IgG humana son conocidas en la técnica.

El anticuerpo puede comprender una regién bisagra de inmunoglobulina, o parte de la misma, en el extremo N
del dominio CH2. La regi6n bisagra de inmunoglobulina permite que las dos secuencias del dominio CH2-CH3
se asocien y formen un dimero. Preferiblemente, la regién bisagra, o parte de la misma, es una regién bisagra
de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana, o parte de la misma. Mas preferiblemente, la region bisagra, o parte de
la misma, es una regién bisagra de IgG1, o parte de la misma.

La secuencia del dominio CH3 no esta particularmente limitada. Preferiblemente, el dominio CH3 es un dominio
G de inmunoglobulina humana, tal como un dominio CH3 de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4, lo mas preferiblemente
un dominio CH3 de IgG1 humana.

Un anticuerpo de la invencion puede comprender una regién constante de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana.
Las secuencias de dominios CH3 de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana son conocidas en la técnica.

La cadena pesada de la molécula de anticuerpo puede comprender opcionalmente un resto de lisina adicional
(K) en el extremo C de la secuencia del dominio CH3 de la cadena pesada.

Se sabe que las inmunoglobulinas tienen una arquitectura modular que comprende dominios discretos, que
pueden combinarse en una multitud de diferentes maneras para crear formatos de anticuerpos multiespecificos,
por ejemplo, biespecificos, triespecificos o tetraespecificos. Los formatos de anticuerpos multiespecificos
ejemplares se describen en Spiess et al.,, 2015 y Kontermann, 2012, por ejemplo. Los anticuerpos de la
invencion pueden emplearse en tales formatos multiespecificos.

Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede ser una molécula de anticuerpo heterodimérica, tal como una
molécula de inmunoglobulina completa heterodimérica, o un fragmento de la misma. En este caso, una parte
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del anticuerpo tendréd una secuencia o secuencias como se describe en la presente memoria. Por ejemplo,
cuando el anticuerpo de la invencion es una molécula de anticuerpo heterodimérica biespecifica, el anticuerpo
puede comprender una cadena pesada y una cadena ligera como se describe en la presente memoria
emparejadas con una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden un dominio VH y un dominio VL,
respectivamente, que se unen a un antigeno distinto de PD-L1. Las técnicas para preparar anticuerpos
heterodiméricos se conocen en la técnica e incluyen la tecnologia de botones en ojales (KIH), que implica
modificar por ingenieria los dominios CH3 de una molécula de anticuerpo para crear un “botén” o un “ojal” para
promover la heterodimerizacién de la cadena. Alternativamente, los anticuerpos heterodiméricos pueden
prepararse mediante la introduccién de pares de cargas en la molécula de anticuerpo para evitar la
homodimerizacién de dominios CH3 por repulsién electrostatica y para dirigir la heterodimerizaciéon por
atraccion electrostatica. Los ejemplos de formatos de anticuerpos heterodiméricos incluyen CrossMab, mAb-
Fv, cuerpo SEED e IgG KIH.

Alternativamente, una molécula de anticuerpo multiespecifico puede comprender una molécula de
inmunoglobulina completa o un fragmento de la misma y un resto o restos de unién a antigeno adicionales. El
resto de unién a antigeno puede ser, por ejemplo, un Fv, scFv o anticuerpo de dominio Unico, y puede
fusionarse a la molécula de inmunoglobulina completa o un fragmento de la misma. Los ejemplos de moléculas
de anticuerpo multiespecificas que comprenden restos de unién a antigeno adicionales fusionados a una
molécula de inmunoglobulina completa incluyen moléculas DVD-IgG, DVI-IgG, scFv4-1gG, 1gG-scFv y scFv-
IgG (Spiess et al., 2015; Figura 1). Los ejemplos de moléculas de anticuerpo multiespecificas que comprenden
restos de union a antigeno adicionales fusionados a un fragmento de inmunoglobulina incluyen moléculas BiTE,
diacuerpos y moléculas DART, por ejemplo (Spiess et al., 2015; Figura 1). Otros formatos adecuados serian
facilmente evidentes para el experto en la técnica.

Ademas del sitio de union a PD-L1 basado en CDR, por ejemplo, en el VH de un anticuerpo, el anticuerpo
puede comprender ademas uno o mas sitios de unién a antigeno adicionales para crear una molécula bi o
multiespecifica. El anticuerpo puede comprender un sitio de unién a antigeno basado en CH3 o basado en
CH2. Los sitios de unién a antigeno basados en CDR se encuentran en moléculas de inmunoglobulina de
origen natural y su estructura es bien conocida en la técnica. Cuando el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo comprende un sitio de unién a antigeno basado en CDR, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo es preferiblemente una molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo bi o
multiespecifico puede comprender un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1 y un sitio de unién
basado en CH3 o basado en CH2 para una segunda diana. En una realizacién preferida, la molécula de
anticuerpo es una molécula de inmunoglobulina G humana, tal como una molécula de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4
humana, mas preferiblemente una molécula de IgG1 humana.

Opcionalmente, el anticuerpo o fragmentos de unién a antigeno del mismo de la invenciéon pueden tener un
segundo sitio de unién a antigeno localizado en un dominio constante, preferiblemente CH3 o CH2, del anticuerpo.

Alternativa o adicionalmente, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién puede
comprender un sitio de unién a antigeno basado en CDR adicional (por ejemplo, como se forma por un VH y
un VL) para un segundo o tercer antigeno diana. Por lo tanto, una molécula de anticuerpo, o fragmento de
unién a antigeno de la misma, segin la invencidon puede ser una molécula multiespecifica, preferiblemente
biespecifica, que comprende un segundo sitio de unién a antigeno.

El segundo sitio de unién a antigeno, cuando esta presente, puede ser un sitio de unién a antigeno basado en
CHS3 o basado en CH2 o un sitio de unién a antigeno basado en CDR, y puede unirse a un antigeno de manera
que se espera que la union de dicho antigeno sea beneficiosa en el contexto del tratamiento del cancer.

La molécula de anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico mAb2 (TM). Un anticuerpo biespecifico mAb?,
como se denomina en la presente memoria, es una inmunoglobulina IgG que incluye un sitio de unién a
antigeno basado en CDR en cada una de sus regiones variables y al menos un sitio de unién a antigeno en un
dominio constante de la molécula de anticuerpo.

En una realizacion, cuando el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un segundo
sitio de unién a antigeno, por ejemplo, un sitio de unién a antigeno basado en CH3, basado en CH2 o basado
en CDR, el segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a una molécula de punto de control inhibidora no
redundante y complementaria, tal como CTLA-4, LAG-3, TIGIT, TIM-3, VISTA, CD73, CSF-1R, KIR, B7-H3,
B7-H4, 2B4, NKG2A, CD47, SIRPa, BTLA, CCR4, CD200R o TGFbeta.

La inhibicion del eje PD-1/PD-L1 y la estimulacién de moléculas coestimuladoras representan estrategias
complementarias para potenciar respuestas inmunitarias en pacientes humanos. La inversién del agotamiento
de las células T a través del bloqueo del punto de control puede permitir que estas células se activen mas
potentemente y desarrollen una actividad antitumoral completa. Por tanto, en otra realizacion, un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién puede comprender un segundo sitio de unién a
antigeno, por ejemplo, un sitio de unién a antigeno basado en CH3, basado en CH2 o basado en CDR, y el
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segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a, y ser un agonista para, una molécula coestimuladora
expresada por las células T tales como OX40, ICOS, CD40, HVEM, NKG2D o TNFR2.

En una realizacion adicional, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencion puede
comprender un segundo sitio de unién a antigeno, por ejemplo, un sitio de unién a antigeno basado en CH3,
basado en CH2 o basado en CDR, y el segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a un antigeno asociado
a tumor (TAA). Se espera que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo dé como resultado
respuestas de células T especificas de tumor a través de la activacion inmune localizada. Los ejemplos de TAA
son c-Met, B7-H3, B7-H4, EGFR, HER-2, EPCAM, CEACAM, FAP, VEGF, MSLN, GPC3, CD38, CD19 y CD20.

Como se ha detallado anteriormente, las enfermedades infecciosas muestran muchos paralelismos con la
oncologia. El papel de PD-L1 en la regulaciéon inmunitaria podria aprovecharse para maximizar la respuesta
inmunitaria contra patégenos. La inmunomodulacién en el contexto del tratamiento de enfermedades
infecciosas es un area emergente de la medicina y las revisiones tempranas sugieren que el bloqueo de PD-
L1 puede mejorar las respuestas bioldgicas a la infeccién, en particular, ayudar a contrarrestar el agotamiento
de las células T, gestionar la eliminacién mediada por el sistema inmunitario y generar inmunidad a largo plazo
(Wykes y Lewin, 2017).

En algunas enfermedades infecciosas, las respuestas proinflamatorias exageradas y la actividad suboptima de
las células T especificas de antigeno son las causas de dafio grave en los tejidos (Rao et al., 2017). Sin desear
estar ligado por la teoria, se cree que el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
la invencién que comprende un segundo sitio de union a antigeno puede encontrar aplicacion en el tratamiento
de estas enfermedades localizando la actividad inmunomoduladora beneficiosa en el entorno del patégeno.

Alternativamente, el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién que
comprende un segundo sitio de unién a antigeno que se une a una diana de célula inmunitaria, ya sea por
agonismo o antagonismo, puede dar como resultado una especificidad y actividad aumentada de las células T.

Por tanto, en una realizacién, cuando el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un
segundo sitio de unién a antigeno, el segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a una diana de células
inmunitarias, tal como PD-1, PD-L2, CTLA-4, LAG-3, TIGIT, TIM3, OX40, CD40, ICOS, CD28 o CD80.

Alternativamente, cuando el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un segundo
sitio de uni6n a antigeno, el segundo sitio de unién a antigeno puede unirse a una diana patégena,
concretamente un antigeno expresado por un patégeno humano. El patégeno puede ser un virus, bacteria,
hongo o parasito. Preferiblemente, el patégeno es un virus, bacteria u hongo. Mas preferiblemente, el patdgeno
es un virus o bacteria. Lo mas preferiblemente, el patégeno es un virus. Los ejemplos de antigenos virales
incluyen las proteinas p24, gp120 y gp41 expresadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) expresado por el virus de la hepatitis B (VHB) y hemaglutinina
y neuraminidasa expresadas por el virus de la gripe. Los ejemplos de antigenos bacterianos incluyen Rv1733,
Rv2389 y Rv2435n expresados por Mycobacterium tuberculosis.

En algunas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno del anticuerpo de la invencién puede no unirse
a OX40. Ademas, o alternativamente, el segundo sitio de unién a antigeno de un anticuerpo de la invenciéon
puede no unirse a CD137. Ademas, o alternativamente, el segundo sitio de unién a antigeno de un anticuerpo de
la invencién puede no unirse a CD27. Ademas, o alternativamente, el segundo sitio de unién a antigeno de un
anticuerpo de la invencién puede no unirse a la proteina relacionada con TNFR inducida por glucocorticoides
(GITR). Ademas, o alternativamente, el segundo sitio de unién a antigeno de un anticuerpo de la invencién puede
no unirse al gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-3). Ademas, o alternativamente, el segundo sitio de unién a
antigeno de un anticuerpo de la invencién puede no unirse al coestimulador inducible de células T (ICOS).

Un anticuerpo de la invencién puede conjugarse con un modulador del sistema inmunitario, molécula citotoxica,
radioisétopo o marcador detectable. El modulador del sistema inmunitario puede ser una molécula citotoxica,
tal como una citocina.

La molécula de anticuerpo puede conjugarse con una molécula bioactiva o un marcador detectable. En este
caso, la molécula de anticuerpo puede denominarse conjugado. Dichos conjugados encuentran aplicacién en
el tratamiento y/o diagnoéstico de enfermedades como se describe en la presente memoria.

Por ejemplo, la molécula bioactiva puede ser un modulador del sistema inmunitario, tal como una citocina,
preferiblemente una citocina humana. Por ejemplo, |a citocina puede ser una citocina que estimula la activacion
y/o proliferacion de las células T. Los ejemplos de citocinas para la conjugacién con la molécula de anticuerpo
incluyen IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, GM-CSF e IFN-gamma.

Alternativamente, la molécula bioactiva puede ser una trampa de ligandos, tal como una trampa de ligandos de
una citocina, por ejemplo, de TGF-beta o IL-6.
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Los marcadores detectables adecuados que pueden conjugarse con moléculas de anticuerpo se conocen en
la técnica e incluyen radioisbétopos tales como yodo-125, yodo-131, itrio-90, indio-111 y tecnecio-99;
fluorocromos, tales como fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, rojo Texas y derivados de colorantes de cianina,
por ejemplo, Cy7 y Alexa750; colorantes cromogénicos, tales como diaminobencidina; perlas de latex;
marcadores enzimaticos tales como peroxidasa de rdbano picante; colorantes de fésforo o laser con
caracteristicas de absorcién o emisién espectralmente aisladas; y restos quimicos, tales como biotina, que
pueden detectarse mediante la unién a un resto detectable cognado especifico, por ejemplo, avidina marcada.

El anticuerpo de la invencion puede conjugarse con la molécula bioactiva o0 marcador detectable mediante
cualquier enlace covalente o no covalente adecuado, tal como un enlace disulfuro o peptidico. Cuando la
molécula bioactiva es una citocina, la citocina puede unirse a la molécula de anticuerpo por medio de un
conector peptidico. Los conectores peptidicos adecuados son conocidos en la técnica y pueden tener una
longitud de 5 a 25, de 5a20,de 5 a 15, de 10 a 25, de 10 a 20 o de 10 a 15 aminoacidos.

En algunas realizaciones, la molécula bioactiva puede conjugarse con el anticuerpo mediante un conector
escindible. El conector puede permitir la liberacién de la molécula bioactiva del anticuerpo en un sitio de terapia.
Los conectores pueden incluir enlaces amida (por ejemplo, conectores peptidicos), enlaces disulfuro o
hidrazonas. Los conectores peptidicos, por ejemplo, pueden escindirse por proteasas especificas de sitio, los
enlaces disulfuro pueden escindirse por el entorno reductor del citosol y las hidrazonas pueden escindirse por
hidrolisis mediada por acido.

El conjugado puede ser una proteina de fusidon que comprende el anticuerpo de la invencién y la molécula
bioactiva. En este caso, la molécula bioactiva puede conjugarse con el anticuerpo mediante un conector
peptidico o enlace peptidico. Cuando el anticuerpo es una molécula con multiples cadenas, tal como cuando
la molécula de anticuerpo es o comprende un Fcab o es un mAb?2, la molécula bioactiva puede conjugarse con
una o mas cadenas de la molécula de anticuerpo. Por gjemplo, la molécula bioactiva puede conjugarse con
una o ambas de las cadenas pesadas de la molécula de mAb?. Las proteinas de fusién tienen la ventaja de ser
mas faciles de producir y purificar, facilitando la produccion de material de grado clinico.

La invencién también proporciona una molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico
como se expone en las reivindicaciones, asi como un vector que comprende dicho acido nucleico o conjunto
de &cidos nucleicos.

Cuando el acido nucleico codifica el dominio VH y VL, o cadena pesada y ligera, de una molécula de anticuerpo
de la invencién, los dos dominios o cadenas pueden codificarse en dos moléculas de acido nucleico separadas.

Se puede usar una molécula de acido nucleico aislada para expresar una molécula de anticuerpo de la
invencion. El acido nucleico se proporcionara generalmente en forma de un vector recombinante para la
expresién. Otro aspecto de la invencién proporciona asi un vector como se expone en las reivindicaciones. Los
vectores adecuados pueden elegirse o construirse, conteniendo secuencias reguladoras apropiadas,
incluyendo secuencias promotoras, fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilacion, secuencias
potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias, segun sea apropiado. Preferiblemente, el vector contiene
secuencias reguladoras apropiadas para dirigir la expresién del acido nucleico en una célula huésped. Los
vectores pueden ser plasmidos, virales, por ejemplo, fagos o fagémidos, segin sea apropiado.

Una molécula de acido nucleico o vector como se describe en la presente memoria puede introducirse en una
célula huésped. Las técnicas para la introduccion de acido nucleico o vectores en células huésped estan bien
establecidas en la técnica y puede emplearse cualquier técnica adecuada. Se conoce en la técnica una variedad
de células huésped adecuadas para la produccién de moléculas de anticuerpo recombinantes, e incluyen
células huésped bacterianas, de levadura, de insecto o de mamifero. Una célula huésped preferida es una
célula de mamifero, tal como una célula CHO, NSO o HEK, por ejemplo, una célula HEK293.

También se proporciona una célula huésped recombinante como se expone en las reivindicaciones. Tal célula
huésped recombinante puede usarse para producir un anticuerpo de la invencién. Por tanto, también se
proporciona un método para producir un anticuerpo de la invenciéon como se expone en las reivindicaciones,
comprendiendo el método cultivar la célula huésped recombinante en condiciones adecuadas para la
produccién del anticuerpo. El método puede comprender ademas una etapa de aislamiento y/o purificacién de
la molécula de anticuerpo.

Por tanto, la invencién proporciona un método para producir una molécula de anticuerpo de la invencién que
comprende expresar un acido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo en una célula huésped vy,
opcionalmente, aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo asi producida. Los métodos para cultivar células
huésped son bien conocidos en la técnica. Las técnicas para la purificacién de moléculas de anticuerpo
recombinantes son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, HPLC, FPLC o cromatografia de
afinidad, por ejemplo, usando Proteina A o Proteina L. En algunas realizaciones, la purificacién se puede
realizar usando una etiqueta de afinidad en la molécula de anticuerpo. El método también puede comprender

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3025557 T3

formular la molécula de anticuerpo en una composicién farmacéutica, opcionalmente con un excipiente
farmacéuticamente aceptable u otra sustancia como se describe a continuacion.

Se espera que los anticuerpos de la invencién encuentren aplicacion en aplicaciones terapéuticas, en particular
aplicaciones terapéuticas en seres humanos, tales como el tratamiento del cancer y el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Por tanto, también se proporciona una composicién como se expone en las
reivindicaciones, tal como una composicion farmacéutica, que comprende una molécula de anticuerpo segin
la invencién y un excipiente, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencion proporciona ademas una molécula de anticuerpo de la invencion, para su uso en un método de
tratamiento. También se describe, pero no se reivindica, un método para tratar a un paciente, en donde el
método comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de
anticuerpo segun la invencién. Se describe adicionalmente, pero no se reivindica, el uso de una molécula de
anticuerpo segun la invencién para su uso en la fabricacion de un medicamento. Un paciente, como se
denomina en la presente memoria, es preferiblemente un paciente humano.

La molécula de anticuerpo de la invencién también puede usarse en un método para tratar cancer en un
paciente. También se describe, pero no se reivindica, un método para tratar el cancer en un paciente, en donde
el método comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de
anticuerpo segun la invencién. Se describe adicionalmente, pero no se reivindica, el uso de una molécula de
anticuerpo segun la invencion para su uso en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer
en un paciente. El tratamiento puede comprender ademas administrar al paciente un segundo agente y/o
terapia anticancerosa, tal como una vacuna antitumoral y/o un agente quimioterapéutico. El segundo agente
y/o terapia anticancerosa se puede administrar al paciente simultdneamente, separadamente o
secuencialmente a la molécula de anticuerpo de la invencion.

Un anticuerpo que se une a PD-L1 segun la invencién reivindicada puede usarse para a) tratar cancer, b)
retrasar la progresion del cancer, ¢) prolongar la supervivencia de un paciente que padece cancer, o d) estimular
una respuesta inmunitaria mediada por células.

La invencion también puede proporcionar un anticuerpo de la invencion, para su uso en un método para tratar
una enfermedad infecciosa en un paciente. También se describe, pero no se reivindica, un método para tratar
una enfermedad infecciosa en un paciente, en donde el método comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo segun la invencion. Se describe adicionalmente, pero no se reivindica,
el uso de un anticuerpo segun la invencién para su uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
de una enfermedad infecciosa en un paciente. El tratamiento puede comprender ademas administrar al paciente
un segundo agente y/o terapia para el tratamiento de la enfermedad infecciosa. El segundo agente y/o terapia se
puede administrar al paciente simultaneamente, separadamente o secuencialmente al anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo o molécula de anticuerpo de la invencion.

Las moléculas de anticuerpo como se describen en la presente memoria pueden ser Utiles por tanto para
aplicaciones terapéuticas, en particular en el tratamiento del cancer. Ademas, se espera que las moléculas de
anticuerpo sean Utiles en el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como enfermedades infecciosas
persistentes.

Una molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria puede usarse en un método de
tratamiento del cuerpo humano o animal. Los aspectos relacionados incluyen;

(i) una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria para su uso como medicamento,

(i) una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria para su uso en un método de tratamiento
de una enfermedad o trastorno,

(i) el uso de una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria en la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno.

El individuo puede ser un paciente, preferiblemente un paciente humano.

El tratamiento puede ser cualquier tratamiento o terapia en donde se logra algun efecto terapéutico deseado, por
ejemplo, la inhibicion o el retraso del progreso de la afeccion, e incluye una reduccion en la tasa de progreso, una
detencién en la tasa de progreso, mejora de la afeccion, cura o remision (ya sea parcial o total} de la afeccion,
prevencion, mejora, retraso, reduccidon o detencién de uno o mas sintomas y/o signos de la afeccion o
prolongacion de la supervivencia de un individuo o paciente mas alla de lo esperado en ausencia de tratamiento.

También se describe el tratamiento como medida profilactica (es decir, profilaxis). Por ejemplo, un individuo
susceptible a 0 en riesgo de la aparicién o reaparicion de una enfermedad tal como cancer puede tratarse como
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se describe en la presente memoria. Tal tratamiento puede prevenir o retrasar la aparicion o reaparicién de la
enfermedad en el individuo.

Un método de tratamiento como se describe puede comprender administrar al menos un tratamiento adicional
al individuo ademas de la molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria
puede administrarse por tanto a un individuo sola o en combinacién con uno o mas tratamientos distintos.
Cuando la molécula de anticuerpo se administra al individuo en combinacién con otro tratamiento, el tratamiento
adicional puede administrarse al individuo simultaneamente con, secuencialmente a o separadamente de la
administracién de la molécula de anticuerpo. Cuando el tratamiento adicional se administra simultaneamente
con la molécula de anticuerpo, la molécula de anticuerpo y el tratamiento adicional pueden administrarse al
individuo como una preparacién combinada. Por ejemplo, |a terapia adicional puede ser una terapia o un agente
terapéutico conocido para la enfermedad que se va a tratar.

Aunque una molécula de anticuerpo puede administrarse sola, las moléculas de anticuerpo normalmente se
administraran en forma de una composicion farmacéutica, que puede comprender al menos un componente
ademas de la molécula de anticuerpo. Otro aspecto de la invencién proporciona por lo tanto una composicién
farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo segun las reivindicaciones. También se describe un
método que comprende formular una molécula de anticuerpo en una composicion farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas de la molécula de anticuerpo, un excipiente,
vehiculo, tampoén, estabilizante u otros materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos por los
expertos en la técnica. El término "farmacéuticamente aceptable" como se usa en la presente memoria se
refiere a compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificaciéon que son, dentro del alcance del
juicio médico razonable, adecuados para su uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, ser
humano) sin toxicidad, irritacién, respuesta alérgica excesivas u otro problema o complicacién, en consonancia
con una relacion beneficio/riesgo razonable. Cada vehiculo, excipiente, etc. también debe ser "aceptable” en
el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacién. La naturaleza precisa del vehiculo u
otro material dependera de la via de administracién, que puede ser por infusion, inyeccion o cualquier otra via
adecuada, como se analiza a continuacion.

Para la administracién parenteral, por ejemplo, subcutanea o intravenosa, por ejemplo, mediante inyeccion, la
composicién farmacéutica que comprende la molécula de anticuerpo puede estar en forma de una solucién
acuosa parenteralmente aceptable que esté libre de pirdbgenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados.
Los expertos en la técnica relevante son capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo,
vehiculos isoténicos, tales como inyeccion de cloruro sédico, inyeccion de Ringer, inyeccién de Ringer lactato.
Pueden emplearse conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos segun se requiera,
incluyendo tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, tales como acido
ascoOrbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos,
tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3'-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de
bajo peso molecular; proteinas, tales como albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos,
tales como polivinilpirrolidona; aminoé&cidos, tales como glicina, glutamina, asparaginas, histidina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono, incluyendo glucosa, manosa o dexirinas;
agentes quelantes, tales como EDTA; azlcares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o
tensioactivos no i6nicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

En algunas realizaciones, las moléculas de anticuerpo pueden proporcionarse en una forma liofilizada para la
reconstitucion antes de la administracién. Por ejemplo, las moléculas de anticuerpo liofilizadas pueden
reconstituirse en agua o solucién salina estéril antes de la administracién a un individuo.

La administracion puede ser en una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo esta suficiente para mostrar
beneficio a un individuo. La cantidad real administrada, y la tasa y el transcurso temporal de la administracion,
dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que se esté tratando, del individuo particular que se esté tratando,
del estado clinico del individuo, de la causa del trastorno, del sitio de administracién de la composicion, del tipo
de molécula de anticuerpo, del método de administracién, de la programacién de la administracién y de otros
factores conocidos por los médicos. La prescripcidon del tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la
dosificacién, etc., esta dentro de la responsabilidad de los sanitarios generales y otros médicos, y puede
depender de la gravedad de los sintomas y/o la progresién de una enfermedad que se esta tratando. Las dosis
apropiadas de moléculas de anticuerpo son bien conocidas en la técnica (Ledermann et al., 1991; Bagshawe
et al., 1991). Pueden usarse dosificaciones especificas indicadas en la presente memoria, o en Physician's
Desk Reference (2003) segln sea apropiado para una molécula de anticuerpo que se esta administrando. Una
cantidad terapéuticamente eficaz o dosis adecuada de una molécula de anticuerpo se puede determinar
comparando la actividad in vitro y la actividad in vivo en un modelo animal. Se conocen métodos para la
extrapolacion de dosificaciones eficaces en ratones y otros animales de ensayo a seres humanos. La dosis
precisa dependera de varios factores, incluyendo el tamafio y la ubicacion del area a tratar, y la naturaleza
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precisa de la molécula de anticuerpo.

Una dosis tipica de anticuerpo esta en el rango de 100 ug a 1 g para aplicaciones sistémicas, y de 1 uyga 1 mg
para aplicaciones topicas. Se puede administrar una dosis de carga inicial mas alta, seguida de una o mas
dosis mas bajas. Esta es una dosis para un Gnico tratamiento de un individuo adulto, que puede ajustarse
proporcionalmente para nifios y bebés, y también ajustarse para otros formatos de anticuerpos en proporcién
al peso molecular.

Los tratamientos pueden repetirse a intervalos diarios, dos veces por semana, semanales 0 mensuales, a
criterio del médico. El programa de tratamiento para un individuo puede depender de las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de la composicion de anticuerpo, la via de administracién y la naturaleza
de la afeccidon que se esta tratando.

El tratamiento puede ser periddico, y el periodo entre las administraciones puede ser de aproximadamente dos
semanas 0 mas, por ejemplo, aproximadamente tres semanas 0 mas, aproximadamente cuatro semanas o
mas, aproximadamente una vez al mes o mas, aproximadamente cinco semanas o0 mas, o aproximadamente
seis semanas o mas. Por ejemplo, el tratamiento puede ser cada dos a cuatro semanas o cada cuatro a ocho
semanas. Las formulaciones y vias de administracién adecuadas se han descrito anteriormente.

En una realizacién preferida, una molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria puede ser
para su uso en un método de tratamiento del cancer.

El cancer puede caracterizarse por la proliferacién anormal de células cancerosas malignas. Cuando se hace
referencia a un tipo particular de cancer, tal como cancer de mama, esto se refiere a una proliferacion anormal
de células malignas del tejido relevante, tal como tejido de mama. Un cancer secundario que se localiza en la
mama, pero que es el resultado de la proliferacién anormal de células malignas de otro tejido, tal como tejido
ovarico, no es un cancer de mama como se denomina en la presente memoria, sino un cancer ovarico.

El cancer puede ser un cancer primario o secundario. Por tanto, una molécula de anticuerpo como se describe
en la presente memoria puede ser para su uso en un método de tratamiento del cancer en un individuo, en
donde el cancer es un tumor primario y/o una metastasis tumoral.

Un tumor de un cancer que se va a tratar usando una molécula de anticuerpo como se describe en la presente
memoria puede comprender células que expresan PD-L1, por ejemplo, en su superficie celular. En una
realizacion, se puede haber determinado que el tumor comprende células que expresan PD-L1. Los métodos
para determinar la expresién de un antigeno en una superficie celular son conocidos en la técnica e incluyen,
por ejemplo, citometria de flujo.

Por ejemplo, el cancer que se va a tratar usando una molécula de anticuerpo como se describe en la presente
memoria se puede seleccionar del grupo que consiste en leucemias, tales como leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mieloide crénica (CML), leucemia linfoblastica aguda (ALL) y leucemia linfocitica crénica
(CLL); linfomas, tales como linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin y mieloma multiple; y canceres sélidos,
tales como sarcomas (por ejemplo, sarcomas de tejidos blandos), cancer de piel (por ejemplo, carcinoma de
células de Merkel), melanoma, cancer de vejiga (por ejemplo, carcinoma urotelial), cancer de cerebro
(glioblastoma multiforme), cancer de mama, cancer uterino/endometrial, cancer de ovario (por ejemplo,
cistadenoma seroso ovarico), cancer de prostata, cancer de pulmén (por ejemplo, carcinoma de pulmén de células
no pequefias (NSCLC) y cancer de pulmén de células pequefias (SCLC)), cancer colorrectal (por ejemplo,
adenocarcinoma colorrectal), cancer de cuello de Utero (por ejemplo, cancer de células escamosas de cuello de
Utero y adenocarcinoma de cuello de Gtero), cancer de higado (por ejemplo, carcinoma hepatocelular), cancer de
cabeza y cuello (por ejemplo, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), cancer esofagico, cancer
pancreatico, cancer renal (por ejemplo, cancer de células renales), cancer adrenal, cancer de estémago (por
ejemplo, adenocarcinoma de estémago), cancer testicular, cancer de la vesicula biliar y los tractos biliares (por
ejemplo, colangiocarcinoma), cancer de tiroides, cancer de timo, cancer de huesos y cancer cerebral.

En una realizacién preferida, el cancer que se va a tratar usando una molécula de anticuerpo como se describe
en la presente memoria es un cancer soélido. Mas preferiblemente, el cancer que se va a tratar usando una
molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria es un cancer solido seleccionado del grupo
que consiste en: sarcoma, melanoma, cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer uterino/endometrial, cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de cuello de Utero,
cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico, cancer renal y cancer de estémago.

En el contexto del cancer, el tratamiento puede incluir inhibir el crecimiento del cancer, incluyendo la remisién
completa del cancer, y/o inhibir la metéstasis del cancer, asi como inhibir la recurrencia del cancer. El
crecimiento del cancer se refiere generalmente a uno cualquiera de varios indices que indican el cambio dentro
del cancer a una forma mas desarrollada. Por tanto, los indices para medir una inhibicién del crecimiento del
cancer incluyen una disminucién en la supervivencia de las células cancerosas, una disminucién en el volumen
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o morfologia del tumor (por ejemplo, como se determina usando tomografia computarizada (CT), sonografia u
otro método de imagenologia), un crecimiento tumoral retardado, una destruccién de la vasculatura tumoral,
rendimiento mejorado en la prueba cutanea de hipersensibilidad retardada, un aumento en la actividad de las
células inmunitarias anticancerosas u otras respuestas inmunitarias anticancerosas y una disminucién en los
niveles de antigenos especificos de tumor. La activacién o potenciacioén de respuestas inmunitarias frente a
tumores cancerosos en un individuo puede mejorar la capacidad del individuo para resistir el crecimiento del
cancer, en particular el crecimiento de un cancer ya presente en el sujeto y/o disminuir la propension al
crecimiento del cancer en el individuo.

En el contexto del tratamiento del cancer, una molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria
puede administrarse a un individuo en combinacién con otro agente terapéutico o terapia anticancerosa, tal
como un agente terapéutico o terapia anticancerosa que se ha mostrado que es adecuado, 0 se espera que sea
adecuado, para el tratamiento del cancer en cuestién. Por ejemplo, la molécula de anticuerpo puede administrarse
al individuo en combinaciéon con un agente quimioterapéutico, radioterapia, un agente inmunoterapéutico, una
vacuna antitumoral, un virus oncolitico, una terapia de transferencia celular adoptiva (ACT) (tal como terapia
adoptiva de células NK o terapia con células T de receptor de antigeno quimérico (CAR), linfocitos infiltrantes de
tumores autdlogos (TIL) o células T gamma/delta, o un agente para terapia hormonal.

Sin desear estar limitado por la teoria, se cree que la molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria
puede actuar como un adyuvante en la terapia anticancerosa. Especificamente, se cree que la administracion
de la molécula de anticuerpo a un individuo en combinacion con quimioterapia y/o radioterapia, 0 en
combinacién con una vacuna antitumoral, por ejemplo, desencadenara una respuesta inmunitaria mayor contra
el cancer que la que se logra con quimioterapia y/o radioterapia, o con una vacuna antitumoral, sola.

Uno o més agentes quimioterapéuticos para administraciéon en combinacién con un anticuerpo de la invencién
como se describe en la presente memoria se pueden seleccionar del grupo que consiste en: taxanos,
antibiéticos citotdxicos, inhibidores de tirosina quinasa, inhibidores de PARP, inhibidores de la enzima B-Raf,
inhibidores de MEK, inhibidores de ¢c-MET, inhibidores de VEGFR, inhibidores de PDGFR, agentes alquilantes,
analogos de platino, analogos de nucleodsidos, antifolatos, derivados de talidomida, agentes quimioterapéuticos
antineoplasicos y otros. Los taxanos incluyen docetaxel, paclitaxel y nab-paclitaxel; los antibiéticos citotoxicos
incluyen actinomicina, bleomicina y antraciclinas tales como doxorrubicina, mitoxantrona y valrrubicina; los
inhibidores de tirosina quinasa incluyen erlotinib, gefitinib, axitinib, PLX3397, imatinib, cobemitinib y trametinib;
los inhibidores de PARP incluyen piraparib; los inhibidores de la enzima B-Raf incluyen vemurafenib y
dabrafenib; los agentes alquilantes incluyen dacarbazina, ciclofosfamida y temozolomida; los andlogos de
platino incluyen carboplatino, cisplatino y oxaliplatino; los analogos de nucleésidos incluyen azacitidina,
capecitabina, fludarabina, fluorouracilo y gemcitabina; los antifolatos incluyen metotrexato y pemetrexed. Otros
agentes quimioterapéuticos adecuados para su uso en la presente invencién incluyen defactinib, entinostat,
eribulina, irinotecan y vinblastina.

Los agentes terapéuticos preferidos para la administracién con una molécula de anticuerpo como se describe
en la presente memoria son doxorrubicina, mitoxantrona, ciclofosfamida, cisplatino y oxaliplatino.

Una radioterapia para administracién en combinacion con una molécula de anticuerpo como se describe en la
presente memoria puede ser radioterapia de haz externo o braquiterapia.

Un agente inmunoterapéutico para administracién en combinacién con una molécula de anticuerpo como se
describe en la presente memoria puede ser una molécula de anticuerpo terapéutica, acido nucleico, citocina o
terapia basada en citocinas. Por ejemplo, la molécula de anticuerpo terapéutica puede unirse a una molécula
reguladora inmunitaria, por ejemplo, una molécula inhibidora de punto de control o una molécula coestimuladora
inmunitaria, un receptor del sistema inmunitario innato, o un antigeno tumoral, por ejemplo, un antigeno tumoral
de superficie celular o un antigeno tumoral soluble. Los ejemplos de moléculas inmuno reguladoras a las que
puede unirse la molécula de anticuerpo terapéutico incluyen CTLA-4, LAG-3, TIGIT, TIM-3, VISTA, PD-1, CD47,
CD73, CSF-1R, KIR, OX40, CD40, HVEM, IL-10 y CSF-1. Los ejemplos de receptores del sistema inmunitario
innato al que puede unirse la molécula de anticuerpo terapéutico incluyen receptores de tipo TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR7, TLR9, RIG-I (por ejemplo, RIG-l y MDA-5), y STING. Los ejemplos de antigenos tumorales a los que
puede unirse la molécula de anticuerpo terapéutico incluyen HER2, EGFR, CD20 y TGF-beta.

El &cido nucleico para administracién en combinacién con una molécula de anticuerpo como se describe en la
presente memoria puede ser un ARNSsi.

Las citocinas o la terapia basada en citocinas se pueden seleccionar del grupo que consiste en: IL-2,
profarmaco de IL-2 conjugada, GM-CSF, IL-7, IL-12, IL-9, IL-15, IL-18, IL-21 e interferén de tipo .

Las vacunas antitumorales para el tratamiento del cancer se han implementado en la clinica y se han analizado

en detalle en la bibliografia cientifica (tal como Rosenberg S. Development of Cancer Vaccines. ASCO
Educational Book Spring: 60-62 (2000)). Esto implica principalmente estrategias para provocar que el sistema
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inmunitario responda a diversos marcadores celulares expresados por células cancerosas autélogas o
alogénicas usando esas células como método de vacunacién, tanto con, como sin, factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). El GM-CSF provoca una fuerte respuesta en la presentacion
de antigenos y funciona particularmente bien cuando se emplea con dichas estrategias.

El agente quimioterapéutico, radioterapia, agente inmunoterapéutico, vacuna antitumoral, virus oncolitico,
terapia ACT o agente para terapia hormonal es preferiblemente un agente quimioterapéutico, radioterapia,
agente inmunoterapéutico, vacuna antitumoral, virus oncolitico, terapia ACT o agente para terapia hormonal
para el cancer en cuestion, es decir, un agente quimioterapéutico, radioterapia, agente inmunoterapéutico,
vacuna antitumoral, virus oncolitico, terapia ACT o agente para terapia hormonal que se ha mostrado que es
eficaz en el tratamiento del cancer en cuestion. La seleccion de un agente quimioterapéutico, radioterapia,
agente inmunoterapéutico, vacuna antitumoral, virus oncolitico, terapia ACT o agente para terapia hormonal
adecuados que se ha mostrado que es eficaz para el cancer en cuestién esta dentro de las capacidades del
profesional experto.

En algunas realizaciones para uso terapéutico potencial, se prefiere un anticuerpo que no activa funciones
efectoras.

Se ha usado IgG4, pero esta subclase se somete a intercambio de brazo Fab, donde las cadenas pesadas se
pueden intercambiar entre IgG4 in vivo. Debido a su falta de funciones efectoras, los anticuerpos IgG4 representan
la subclase de IgG preferida para el bloqueo del receptor sin agotamiento celular. Las moléculas de IgG4 pueden
intercambiar semi-moléculas en un proceso dinamico denominado intercambio de brazo Fab. Este fenémeno
puede ocurrir entre anticuerpos terapéuticos e IgG4 enddégena. Se ha mostrado que la mutacién S228P evita este
proceso de recombinacion permitiendo el disefio de anticuerpos IgG4 terapéuticos menos impredecibles.

Se sabe que el dominio CH2 se une a receptores Fcy y complemento. La unién del dominio CH2 a los
receptores Fcy es citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), mientras que la unién
al complemento es citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) requerida. El dominio CH2 de la molécula
de anticuerpo comprende preferiblemente una o mas mutaciones que reducen o anulan la unién del dominio
CH2 a uno o mas receptores Fcy, tales como FcyRIl, FcyRlla, FcyRllb, FcyRIll y/o al complemento. Los
inventores postulan que la reduccién o supresion de la unién a receptores Fcy disminuira o eliminaré la ADCC
mediada por la molécula de anticuerpo. De manera similar, se espera que la reduccién o supresion de la unién
al complemento reduzca o elimine la CDC mediada por la molécula de anticuerpo. Sin desear estar limitado
por la teoria, se espera que esto reduzca o evite la inflamacién hepatica cuando la molécula de anticuerpo se
administra a un paciente. Ademas, se espera que la reduccién o supresion de la unién a receptores Fcy sea
util cuando la molécula de anticuerpo comprende un segundo sitio de unién a antigeno para un antigeno de
células inmunitarias como se describe en la presente memoria, donde se debe evitar la destruccién mediada
por ADCC y/o CDC de células inmunitarias unidas por la molécula de anticuerpo. Las mutaciones para disminuir
o anular la unién del dominio CH2 a uno o mas receptores Fcy y/o complemento se conocen en la técnica
(Wang et al., 2018). Estas mutaciones incluyen la "mutacién LALA" descrita en Bruhns et al., 2009 y Hezareh
etal.,, 2001, que implica la sustitucion de los residuos de leucina en las posiciones 1.3y 1.2 de IMGT del dominio
CH2 con alanina (L1.3A y L1.2A). Alternativamente, la generacién de anticuerpos a-glicosilo a través de la
mutacion del sitio de glicosilacién unido a N conservado mutando la asparagina (N) en la posicion IMGT 84.4
del dominio CH2 a alanina, glicina o glutamina (N84.4A, N84.4G o N84.4Q) también se sabe que disminuye la
funcion efectora de IgG1 (Wang et al., 2018). Como alternativa adicional, se sabe que la activacién del
complemento (unién a C1q) y la ADCC se reducen a través de la mutacion de la prolina en la posicién 114 de
IMGT del dominio CH2 a alanina o glicina (P114A o P114G) (ldusogie et al., 2000; Klein et al., 2016). Estas
mutaciones también pueden combinarse para generar moléculas de anticuerpo con actividad ADCC o CDC
adicionalmente reducida o nula.

Por tanto, la molécula de anticuerpo puede comprender un dominio CH2, en donde el dominio CH2 comprende
preferiblemente:

(i) residuos de alanina en las posiciones 1.3y 1.2; y/o
(i) una alanina o glicina en la posicion 114; y/o
(i) una alanina, glutamina o glicina en la posicion 84,4;
en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segln el esquema de numeracion de IMGT.

En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH2, en donde el dominio CH2
comprende:

(i) un residuo alanina en la posicion 1.3;y
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(i) un residuo de alanina en la posicién 1.2;
en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segln el esquema de numeracion de IMGT.

En una realizacién preferida alternativa, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH2, en donde el
dominio CH2 comprende:

(i} un residuo alanina en la posicion 1.3;
(i) un residuo de alanina en la posicién 1.2;y
(iii) una alanina en la posicion 114;
en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segln el esquema de numeracion de IMGT.

La IgG persiste naturalmente durante un periodo prolongado en suero debido al reciclaje mediado por FcRn,
dandole una semivida tipica de aproximadamente 21 dias. Para prolongar la semivida, la interaccién
dependiente del pH del dominio Fc con FcRn se ha modificado por ingenieria para aumentar la afinidad a pH
6,0 mientras se retiene la unién minima a pH 7,4. Las mutaciones T250Q/M428L conferian un aumento de
aproximadamente 2 veces en la semivida de IgG en monos rhesus. La variante M252Y/S254T/T256E (YTE en
abreviatura), conferia un aumento de aproximadamente 4 veces en la semivida de IgG en monos cynomolgus.
En algunas circunstancias, es deseable una semivida mas larga para disminuir la frecuencia de administracién
mientras se mantiene o mejora la eficacia del anticuerpo administrado. Los anticuerpos de la invencion pueden
proporcionarse como variantes con semivida extendida, modificadas por ingenieria para extender la semivida
en suero in vivo después de la administracion, por lo que los anticuerpos de la invencion pueden proporcionarse
como variantes T250Q/M428L o M252Y/S254T/T256E.

Las moléculas de anticuerpo de la invencion pueden ser Utiles en la deteccién de PD-L1, en particular en la
deteccién de células que comprenden PD-L1 en su superficie celular, es decir, células que expresan PD-L1
unido a la superficie celular. Las células pueden ser células inmunitarias, tales como células T CD8*, células T
CD4+, células Treg, células B, células NK, células NKT, células dendriticas o TIL, pero preferiblemente son
células T CD8* o TIL.

Por tanto, la presente invencién se refiere al uso de una molécula de anticuerpo para detectar la presencia de
PD-L1, preferiblemente la presencia de células que comprenden PD-L1 en su supefficie celular, en una
muestra. La molécula de anticuerpo puede conjugarse con un marcador detectable como se describe en otra
parte en la presente memoria.

También se proporciona un método in vitro de deteccién de PD-L1, en donde el método comprende incubar la
molécula de anticuerpo con una muestra de interés, y detectar la unién de la molécula de anticuerpo a la
muestra, en donde la unién del anticuerpo a la muestra indica la presencia de PD-L1. La unién de la molécula
de anticuerpo a una muestra puede detectarse usando un ELISA, por ejemplo.

En la presente memoria se describe un método in vitro de deteccién de células que comprenden PD-L1 en su
superficie celular, en donde el método comprende incubar la molécula de anticuerpo con una muestra celular
de interés, y determinar la unién de la molécula de anticuerpo a células presentes en la muestra, en donde la
unién del anticuerpo a células presentes en la muestra indica la presencia de células que comprenden PD-L1
en su superficie celular. Los métodos para detectar la unién de una molécula de anticuerpo a células son
conocidos en la técnica e incluyen ELISA y citometria de flujo.

La muestra celular de interés puede ser una muestra tumoral obtenida de un individuo.

Las moléculas de anticuerpo de la invencién pueden ser Utiles por tanto en la deteccién o diagnéstico de una
enfermedad o trastorno, en particular la deteccién o diagnéstico de cancer. El cancer puede ser un cancer que
puede tratarse con una molécula de anticuerpo de la invencién como se describe en la presente memoria.
Los aspectos relacionados incluyen, por tanto;

(i) una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria para su uso como diagnostico,

(i) una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria para su uso en un método para detectar o
diagnosticar una enfermedad o trastorno, tal como cancer,

(iii) el uso de una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria en la fabricaciéon de un producto

de diagnéstico para su uso en la deteccién o diagnoéstico de una enfermedad o trastorno;
y
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(iv) un kit para su uso en un método para detectar o diagnosticar una enfermedad o trastorno en un individuo,
comprendiendo el kit una molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria.

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

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

Ciertos aspectos y realizaciones de la invencién se ilustraran ahora a modo de ejemplo y con referencia a las
figuras proporcionadas en la presente memoria.

Lista de figuras

Figura 1: Ensayo de reaccion mixta de leucocitos. La actividad funcional de los clones kappa anti-PD-L1,
G1/894_8_EO05, G1/887_4 E12 y G1/887_4_G12, se ensay6 en un ensayo de reaccidon mixta de leucocitos.
Todos los mAb anti-PD-L1 mostraron una potente actividad con valores de CEso inferiores a 0,030 nM. No se
observo actividad para el control negativo G1AA/4420.

Figura 2: Ensayo de activacion de células T de raton DO11.10. La actividad funcional de los clones kappa anti-
PD-L1, G1/894 8 EO05, G1/887_4 E12 y G1/887_4 G12, hacia PD-L1 de ratdn se ensay6 en un ensayo de
células T con células LK35.2 que sobreexpresaban PD-L1 de ratén y células T DO11.10. Todos los mAb anti-
PD-L1 mostraron una potente actividad con valores de CEso en el rango nanomolar bajo. No se observo
actividad para el control negativo G1AA/4420.

Figura 3: Farmacocinética de mAb anti-PD-L1 en ratones que no portan tumor.

Figura 4: Ensayo de reaccion mixta de leucocitos. La actividad funcional de los clones kappa anti-PD-L1,
G1AA/EDSv2, G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 se ensayd en un ensayo de reaccién mixta de leucocitos. Todos los
mAb anti-PD-L1 mostraron una potente actividad con valores de CEso inferiores a 0,055 nM. No se observo
actividad para el control negativo G1AA/4420.

Ejemplos

El objetivo de estos experimentos fue generar un mAb anti-PD-L1 humano que reaccionara de forma cruzada con
PD-L1 de ratén y/o cynomolgus y que fuera un potente inhibidor (bloqueante) de la actividad de PD-1/PD-L1.

Ejemplo 1: Aislamiento de mAb de unién anti-PD-L1 sin tratamiento previo: 280_02_G02
1.1 Antigenos: PD-L1 humano y de raton etiquetado con CD4 y Fc

Se generaron antigenos PD-L1 humanos y de ratén con proteinas de fusién para su uso en selecciones y
cribado de anticuerpos. Los antigenos se expresaron con una etiqueta monomérica de CD4 de rata C-terminal,
dominios 3 y 4 (rCd4) (Brown y Barclay, 1994) o un dominio Fc de IgG1 humana dimérica (dando como
resultado hPD-L1-rCD4-His (SEQ ID NO: 79), hPD-L1-Fc-His (SEQ ID NO: 80), mPD-L1-rCD4-His (SEQ ID
NO: 81) y mPD-L1-Fc-His (SEQ ID NO: 82). La produccion de antigenos en dos formatos diferentes permitio la
eliminacion de los ligantes de etiquetas durante los cribados secuenciales de presentacion de anticuerpos en
fagos. Los plasmidos de expresion que codificaban los antigenos se transfectaron en células HEK293 como se
describe por Chapple et al., 2006. Los sobrenadantes se recogieron 5 dias después de la transfeccién y los
antigenos secretados se purificaron por cromatografia de afinidad en Ni-NTA sefarosa (Schofield et al., 2007).
El antigeno biotinilado se preparé usando el reactivo EZ-link Sulfo-NHS-Biotina (Thermo Fisher Scientific,
cédigo de producto 21326) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El producto de la reaccién de
biotinilacion se filtrd en gel y se recogi6 la fraccion monomérica. La fraccidn monomérica se uso para todas las
selecciones de presentacion en fago en fase de solucién. El nimero promedio de biotinas por molécula fue de
1 a 3 biotinas por monémero de PD-L1 segun se determin6 usando el kit de cuantificacién de fluorescencia de
biotina (Thermo Fisher Scientific, cédigo de producto 46610).

1.2 Selecciones
1.2.1 Disefio de bibliotecas

Se empled la biblioteca de presentacién en fago de anticuerpo humano "IONTAS 1" (IONTAS Ltd.} para
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seleccionar clones anti-PD-L1. Los genes de anticuerpo usados para construir la biblioteca IONTAS 1 se
derivaron de linfocitos humanos (42 donaciones de capa leucocitaria) y una muestra de tejido de amigdala.
Tanto las capas leucocitarias como el tejido de amigdala se obtuvieron con la aprobacién del Comité Etico de
Investigacion Local.

1.2.2 Seleccion en fase soélida sin tratamiento previo

Se realizaron tres rondas de selecciones en fase sélida con la biblioteca de expresion en fago de anticuerpo
IONTAS 1 usando antigeno que se revistié directamente sobre tubos Nunc de poliestireno como se describe
por Schofield et al., 2007. La primera, segunda y tercera rondas de seleccién emplearon PD-L1-Fc-His humano
(SEQ ID NO: 80), PD-L1-rCD4-His de raton (SEQ ID NO: 81) y PD-L1-Fc-His humano (SEQ ID NO: 80),
respectivamente. En la primera ronda, se recubrieron inmunotubos Nunc Maxisorp (Thermo Scientific, 444202)
durante la noche con 10 pg/ml de PD-L1-Fc-His humano para la selecciéon directa. Al dia siguiente, los tubos
se enjuagaron 2x en PBS y después se bloquearon llenando la parte superior con PBS Marvel al 2 %/PBS
(MPBS) y se incubaron durante 1 hora, después los tubos se lavaron tres veces con PBS. Ademas, la biblioteca
de expresién en fago de anticuerpo IONTAS 1 (500 pl} se bloqueé con MPBS al 4 % (500 ul) durante 1 hora. A
cada inmunotubo recubierto con antigeno, se le afiadieron MPBS al 2 % (179,25 pl), Fc-His (10,75 pl, 2,8
mg/ml) y biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos IONTAS 1 bloqueada (110 pl, 2 x 10'2 unidades
formadoras de colonias, MPBS al 2 %). Se afiadié Fc-His a la seleccion para eliminar la unién de los ligantes
anti-Fc al antigeno etiquetado con Fc inmovilizado en fase sélida. Se permitié que la biblioteca de expresion en
fago de anticuerpo se uniera al antigeno directamente inmovilizado durante 1,5 horas a temperatura ambiente.
Después de este tiempo, los inmunotubos se lavaron 6 veces con PBS-T (PBS, pH 7,4, Tween™-20 al 0,1 %),
después se lavo 6 veces con PBS. Los fagos unidos se eluyeron y propagaron usando procedimientos estandar
de recuperacién de fagos. La segunda ronda de seleccién por presentacion en fago de anticuerpo se realizé
como anteriormente, excepto que se usé PD-L1-rCd4-His de raton (SEQ ID NO: 81) para recubrir el tubo
inmunosorb Nunc, se usé rCd4-His en lugar de Fc-His para la deseleccion y se usé el fago resultante de la
ronda 1, seleccionado contra PD-L1-Fc-His humano, como poblacién de fago de entrada. La tercera ronda con
PD-L1-Fc-His humano se realizé exactamente como la ronda 1.

1.2.3 Barajado de cadenas y selecciones en fase de solucion

La poblacién de anticuerpos anti-PD-L1 pesados variables (VH) seleccionada se barajé con una poblacién de
anticuerpos ligeros variables (VL) sin tratamiento previo como se describe por Dyson et al., 2011, y esta
poblacion de presentacion en fagos de anticuerpos barajada, rescatada se emple6 en selecciones en fase en
solucién. Brevemente, se realiz6 la seleccion con PD-L1-rCd4-His humano (SEQ ID NO: 79) (10 nM), PD-L1-
rCd4-His humano (SEQ ID NO: 79) (200 pM) y PD-L1-rCd4-His de raton (SEQ ID NO: 81) (10 nM) en las rondas
1, 2y 3, respectivamente, y esto dio como resultado una poblacién de scFv anti-PD-L1 de salida denominada
"Seleccién 280". Esta poblacion de scFv contenia scFv de unién anti-PD-L1 humano y de ratén, segin lo
determinado por un ELISA policlonal de fago realizado como se describe por Dyson et al., 2011, y mostrd una
reactividad cruzada minima con PD1 humano o con etiquetas rCd4 o Fc.

1.3 Cribado: ELISA, ensayo de bloqueo recombinante, ensayo de bloqueo basado en células
1.3.1 ELISA de scFv monoclonal

La poblacién de scFv de la Seleccion 280 del Ejemplo 1.2.3 se cribd por ELISA para identificar los clones que
se unian mejor a PD-L1 humano. La poblacién de scFv se subclono en el vector soluble de scFv pSANG10 y
se prepararon cultivos de E. coli que contenian scFv solubles como se describe (Martin et al., 2006; Studier,
2005). Se usaron entonces scFv solubles en un ELISA monoclonal con PD-L1-rCd4-His humano inmovilizado
(SEQ ID No 79). Brevemente, se recubrieron placas Nunc Maxisorp (Thermo Fisher Scientific, 437111) con PD-
L1-rCd4-His humano (SEQ ID NO: 79} (5 pg/ml, PBS) durante la noche, se bloquearon con MPBS al 2 % durante
1 hora y se afiadi6 sobrenadante de cultivo de E. coli (dilucién 1:2 con 2x MPBS al 2 %) y se permitié que los scFv
se unieran durante 1 hora a temperatura ambiente. Se detectaron los scFv unidos con anticuerpo anti-FLAG M2
(Sigma, F1804) marcado con europio. Se crib6 un total de 470 clones y esto dio como resultado la identificacién
de 346 clones anti-PD-L1 con una sefial de unién para PD-L1 al menos 10 veces por encima del fondo en
comparacion con los pocillos bloqueados "vacios" que no contenian antigenos. Los 192 mejores clones de anti-
PD-L1 humano evaluados por la sefial de ELISA primario se seleccionaron para analisis adicional.

1.3.2 Cribado de scFv en ensayo de bloqueo de PD-L1/PD-1 basado en ELISA

Para identificar los clones que bloqueaban la interaccion entre PD-L1 y PD1, se realizé un ELISA para cribar
los scFv de bloqueo. Brevemente, se recubrieron placas Nunc maxisorp (437111, Thermo Fisher Scientific) con
anticuerpo anti-rCd4 (dominios 3y 4) (MCA1022, OX-68, Bio-Rad) durante la noche, se bloquearon con MPBS
al 3 % y se incubaron con PD1-rCd4-His humano (SEQ ID NO: 79) (5 ug/ml en MPBS al 3 %) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se mezclé previamente PD-L1-Fc-His humano biotinilado (SEQ ID NO: 79) (50 ul,
0,2 nM) con sobrenadante de cultivo de E. coli que contenia scFv. Las placas de 96 pocillos Nunc se lavaron 3
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veces con PBS, Tween™-20 al 0,1 % (PBS-T) y 3 veces con PBS, después se afadié la mezcla de PD-L1-Fc-
His humano/scFv y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se detecté PD-
L1-Fc-His humano unido usando anti-Fc-biotina de cabra (Jackson ImmunoResearch, 109-065-098,
Laboratories, 0,1 pg/ml, MPBS al 3 %) y estreptavidina-europio (Perkin ElImer, 1244-360) seguido de solucién
de potenciacién DELFIA (Perkin EImer, 4001-0010). De 192 clones cribados, 183 mostraron al menos un 90 %
de actividad de bloqueo en comparacién con el medio de control. Los 183 clones de scFv anti-PD-L1
identificados se cribaron adicionalmente para determinar la reactividad cruzada con PD-L1 de ratén en un
ELISA primario, como se describe en el Ejemplo 1.3.1, pero usando PD-L1-rCD4-His de ratén inmovilizado en
lugar de PD-L1 humano. Esto identifico 50 clones anti-PD-L1 con con reactividad cruzada de ratdn, que eran
candidatos para la conversién al formato de 1gG1.

1.3.3 Conversion de clones scFv anti-PD-L1 bloqueantes en formato 1gG1

Los clones de scFv anti-PD-L1 que bloguearon la interaccion entre PD-L1 y PD1 se convirtieron en formato de
IgG1 subclonando los genes de VL y VH en el plasmido de expresion de IgG1 pINT3-IgG1 y se expresaron en
HEK293 a una escala de 4 ml como se describe por Chapple et al., 2006. Los anticuerpos se purificaron por
afinidad por lotes con perlas de Proteina A-sefarosa (PC-A100) y columnas de midi-spin "por lotes de 1 etapa”
de Proteus (Generon, GEN-1SB08) segun las instrucciones del fabricante. La dialisis de los anticuerpos
purificados se realiz6 con tubos GeBAflex maxi, con un punto de corte de 8 kDa (Generon, D045). Si fue
necesario, los anticuerpos se concentraron hasta 2 uM por ultrafiltracion.

1.3.4 Cribado de la actividad bloqueante de PD-L1/PD-1 en el ensayo de cocultivo de informador Jurkat-NFAT

La actividad funcional de los mAb anti-PD-L1 purificados se evalué después en un cribado de ensayo de
informadores en cocultivo. Este cribado se realizé usando la linea celular Jurkat estable GloResponse NFAT-
luc2/PD-1 (Promega, CS187102) y células PD-L1 de descongelacién y uso (Promega, CS178103) segln las
instrucciones del fabricante. Las células PD-L1 se sembraron en placas en medio HAM'S-F12 que contenia
FBS al 10 %. Al dia siguiente, se resuspendieron células informadoras PD-1 Jurkat (Promega, CS187102) en
medio de ensayo (RPMI1640 al 90 %, FBS al 1 %). Se retird el medio de la placa que contenia células PD-L1
adheridas y se afiadieron 40 yl de medio de ensayo que contenia diferentes anticuerpos a una concentracién
2x (200 nM) seguido de 40 pl de la mezcla de células PD-1 a las células adheridas. La placa se incub6 durante
6 horas a 37 °C, CO:2 al 5 %. Se afiadi6 reactivo BioGlo (Promega, G7940, 80 pl} a cada pocillo y se leyo la
salida de luciferasa usando un lector de placas BMG pherastar. Esto identificé al anticuerpo G1/280_02_G02
como capaz de bloquear la interaccién de PD-L1 con PD1 en un ensayo de cocultivo, segln lo determinado
por el aumento de la actividad de luciferasa en comparacién con los controles sin anticuerpo. Esta actividad se
confirmd en un ensayo de cocultivo de respuesta a la dosis (rango de concentracion de duplicacién: 200 a
1,56 nM) que dio como resultado una concentracion eficaz mitad de la méaxima (CEso) calculada de 4,2 nM.

1.4 Optimizacién de secuencias

El analisis preliminar de la secuencia del anticuerpo G1/280_02_G02 dio como resultado la identificacion de un
sitio de desamidacién potencial en el VH-CDR2, especificamente un resto NG en las posiciones 54 a 55 de
Kabat. Como la desamidacién en este sitio podria afectar potencialmente a la unién, se produjeron clones
variantes en los que el resto NG se cambié a NA, NS, SG o GG. Estas modificaciones no dieron como resultado
ninguna reduccién significativa en la afinidad por PD-L1 recombinante o en la potencia en la actividad
bloqueante de PD-L1, y el clon variante que contenia la modificacion NS, designado G1/280_02_G02_NS, se
eligié para su uso en un barajado de cadenas ligeras.

1.5 Resumen de selecciones sin tratamiento previo

Las estrategias de seleccién de fagos empleadas identificaron mas de 50 clones de unién anti-PD-L1 humano
con una actividad bloqueante potente de PD-1/PD-L1 in vitro, asi como reactividad cruzada con PD-L1 de ratén.
En particular, G1/280_02_G02 mostré una activacion potente en un ensayo informador de PD-L1 basado en
células y, por lo tanto, se selecciond para una optimizacion adicional.

Ejemplo 2: Barajado de cadenas para generar clones anti-PD-L1 que contienen cadenas ligeras kappa

El anticuerpo G1/280_02_G02_NS posee una cadena ligera lambda. Como la mayoria de los anticuerpos
monoclonales usados en un contexto clinico hasta la fecha tienen cadenas ligeras kappa (Jain et al., 2017), se
buscé, mediante el uso de una campafia de barajado de cadenas, generar clones que comprendieran la cadena
pesada del anticuerpo G1/280_02_G02_NS, pero emparejada con cadenas ligeras kappa, que retuvieran la
afinidad por PD-L1 humano y reactividad cruzada con ratén. Se us6 la biblioteca de cadenas ligeras kappa
IONTAS™ en el plasmido de presentacion en fago pIONTAS-1 (biblioteca kappa) para preparar una biblioteca
barajada de cadenas ligeras de clones de scFv que comprendiera la cadena pesada del anticuerpo
G1/280_02_G02_NS acoplada con variantes de cadena ligera.
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2.1 Seleccion de fagos y estrategia de cribado

Se realizaron varias selecciones de solucion de presentacion en fagos en tres rondas usando antigenos PD-
L1-rCD4-His humanos biotinilados (SEQ ID NO: 79) y PD-L1-rCD4-His de ratén (SEQ ID NO: 81). Las
selecciones se realizaron disminuyendo las concentraciones de antigeno en cada ronda (variando de 100 a
0,02 nM) y para cada ronda de seleccién se usé un control "sin antigeno". Los detalles de las selecciones se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.

ENo. de seleccién éAntigeno §Biblioteca de entrada ERonda
'5866 §hPD-L1; 100 nM gBiinoteca con barajado de cadenas 1

'5867 éhPD-L1; 10 nM §Bib|ioteca con barajado de cadenas 1

'5868 §hPD-L1 ;1 nM gBiinoteca con barajado de cadenas 1

869hPDL11nMResu|tadode8672 ...............
870hPDLOZnMResuItadode8672 ..............
871hPDL101nMResu|tadode8682
872hPDL1002nMResu|tadode868 ........................................................................ 2 ..............
887hPDL101nMResu|tadode8693
888mPDL110nMResu|tadode8693 ..............
889mPDL101nMResu|tadode8693 ...............
890hPDL1002nMResu|tadode87o ........................................................................ 3 ..............
891mPDL110nMResu|tadode87o3 ...............
892mPDL101nMResu|tadode87o ........................................................................ 3
893mPDL110nMResu|tadode8723 ..............
894 ............................... mPDL101nMResultadode872 ........................................................................ 3 ..............

Se seleccionaron seis resultados de seleccion para el cribado, dos de la ronda 2 (no. 871 y 872) y cuatro de la
ronda 3 (no. 887, 890, 891 y 894) usando el sistema de expresiéon de scFv soluble como se describe en la
seccion 1.3.1. Se crib6é un total de 1.692 clones de scFv solubles para determinar la unién al antigeno
inmovilizado en ELISA (antigeno hu-PD-L1-rCD4-His (SEQ ID NO: 79) recubierto a 3 pg/ml en PBS Dulbecco,
50 pl, en placas Maxisorb) usando el ensayo descrito en el Ejemplo 1.3.1 anterior usando solucion de
potenciacion DELFIA.

De los 1.692 clones cribados, 1.029 clones produjeron una sefial de mas de 2.000 RFU en el ensayo DELFIA,
dando una tasa de éxito de aproximadamente el 61 %. Los 736 clones superiores se seleccionaron y analizaron
después usando un ensayo secundario (clasificacion por afinidad) empleando tres concentraciones de antigeno
hPD-L1-rCD4-His (1,0 nM, 0,2 nM y 0,04 nM). De los 736 clones cribados, los 48 clones que mostraron la
mayor sefial se seleccionaron para clonacion y expresién en formato IgG1. Los clones se expresaron en células
Expi293F™ (Fisher Scientific no. de cat. 13479756) a escala de 800 pl, y los sobrenadantes de cultivo se
recogieron el 52 dia después de la transfeccién para un cribado adicional en formato IgG1.

2.2 Cribado por SPR

Los 48 anticuerpos se clasificaron por afinidad usando SPR (instrumento Biacore T200). Para la clasificacion,
los sobrenadantes diluidos (1:10 en tampén de ejecucion hecho de 1X PBS y Tween™-20 al 0,002 %) se
inmovilizaron en un chip de Proteina A (GE healthcare, cédigo de producto: 29127556) y se hizo fluir PD-L1-
rCD4-His humano (SEQ ID NO: 79) sobre la superficie preparada a una concentracién de 50 nM. Las
constantes de velocidad de asociacién (ka) y disociacion (kq) generadas usando esta inyeccion Gnica se usaron
para determinar una constante de disociacién estimada (Kp). Los valores de Kp de los clones se compararon
con los del clon 280_02_G02_NS en formato Ig1 (G1/280_02_G02_NS). Se identificaron diez clones de
secuencia Unica que mostraron mayor afinidad por PD-L1 humano que el clon G1/280_02_G02_NS vy, por lo
tanto, se sometieron a analisis cinético completo junto con el clon G1/280_02_G02_NS.

Brevemente, se realizaron experimentos de SPR usando un instrumento BlAcore T200. Los anticuerpos del

sobrenadante de cultivo diluido se capturaron en un chip de Proteina A (GE Healthcare, 29127556) sobre FC2
a un caudal de 10 pl/min, con un tiempo de contacto de 60 segundos. Tipicamente, esto dio como resultado
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500-800 RU de anticuerpo capturado. Se inyectaron diluciones dobles de PD-L1-rCd4-His, que oscilaban de
50 a 0,05 nM, de 50 nM a un caudal de 30 pl/min, (rango de concentracién: 50 nM-0,05 nM) sobre FC1 y FC2.
La asociacion se midié durante 180 segundos, y la disociacidon se midié durante 300 segundos. Todas las
mediciones se realizaron a 25 °C en PBS, pH 7,4, Tween™-20 al 0,05 %. Los parametros cinéticos se
determinaron mediante sustraccion de la celda de referencia y ajuste de los datos experimentales del
sensograma asumiendo una interaccion 1:1 usando el software BlAevaluation (GE, BR-1005-97). Los datos
resultantes se ajustaron usando el software BlAevaluation y se calcularon los valores de ka, ka, ¥ Kb
correspondientes. De los diez clones ensayados, cuatro anticuerpos, designados “G1/887_04 E127,
"894 08_A05", “G1/894_08_E05" y “G1/887_04_G12” presentaron valores de Ko subnanomolares, que eran
inferiores a la Kp para G1/280_02_G02_NS. Los datos de afinidad obtenidos en las condiciones de cribado
descritas mostraron que el barajado de cadenas ligeras kappa, descrito en el Ejemplo 2 permitié que la cadena
pesada del anticuerpo G1/280_02_G02_NS se aparease no sélo con una cadena ligera lambda sino también
con cadenas ligeras kappa para producir anticuerpos con una afinidad buena, y de hecho mejorada, por PD-
L1 humano recombinante. Las afinidades precisas generadas con bajos niveles de mAb capturado se informan
en la Tabla 3 Seccién 3.2.

Ejemplo 3: Caracterizacién de clones kappa en formato IgG1
3.1 Ensayo de bloqueo de PD-1/PD-L1 basado en células

La capacidad de los clones anti-PD-L1 que contenian una cadena ligera kappa, G1/887_04_E12,
G1/894_08_EO05 y G1/887_04_G12, para bloquear la interacciéon entre PD1 y PD-L1 se evalud en un ensayo
bioluminiscente basado en células usando un producto de bioensayo de bloqueo de PD1/PD-L1 (Promega,
J1250/J1255) segun las recomendaciones del fabricante. La actividad bloqueante se comparé con el clon
G1/280_02_G02_NS.

Brevemente, todos los anticuerpos se expresaron y purificaron como se describe en la seccion 1.3.3 y se
ensayaron a diluciones de 3 veces de 100 nM a 35 pM (ocho concentraciones) por duplicado. Los valores
calculados de Clso se muestran en la Tabla 3. Se mostr6 que todos los clones ensayados eran potentes
inhibidores de la interaccion PD1/PD-L1, con los tres clones que contenian la cadena ligera kappa
G1/887_04 _E12, G1/894_08_E05 y G1/884_04_ G12 mostrando incluso mejores valores de Clso que el clon
G1/280_02_G02_NS que contenia la cadena ligera lambda.

Tabla 3.

D del clon ‘

R SRR

'G1/887_04_E12
(G1/894_08_E05 |
(G1/887_04_G12 10,33

3.2 Afinidades

La unién de los mAb anti-PD-L1 G1/887_04_E12, G1/887_04_G12y G1/894_08_EO05 a PD-L1-Avi-His humano
biotinilado humano recombinante (Acro Biosystems, PD1-H82E5), PD-L1-His de cynomolgus (Acro
Biosystems, PD1-C52H4) y PD-L1-His de raton (Acro Biosystems, PD1-M5220) se midi6 después mediante
SPR usando un instrumento Biacore T200 (GE Healthcare). Las afinidades se compararon con el clon
280_02_G02_NS en formato IgG1 (G1AA/280_02_G02_NS; el "AA" en este nombre de clon indica que este
clon también contenia la mutacién "LALA" en el dominio CH2).

Brevemente, los mAb anti-PD-L1, diluidos en tampén HBS-EP (GE Healthcare, BR100188) a 2 ug/ml, se
inyectaron individualmente en las celdas de flujo 2, 3 y 4 de un chip de Proteina A (GE Healthcare, 29127556)
a 30 pl/min para lograr una respuesta final de aproximadamente 110 RU. Los antigenos PD-L1-His
recombinantes de ser humano, cynomolgus y ratén, diluidos en tampon HBS-EP, se inyectaron en la celda de
flujo 1, 2, 3 0 4 segun fuera apropiado en un rango de concentracién de 81 nM a 0,037 nM con diluciones de 3
veces durante 4 min a 75 pl/min y luego se dejaron disociar en tampén durante 10 min. La regeneracién se
logré inyectando glicina-HCI 10 mM pH 1,5 (GE Healthcare, Kit de captura de anticuerpos humanos, BR0O0356)
durante 30 segundos a una velocidad de 30 pl/min. Los datos sustraidos (celda de flujo 2 - celda de flujo 1,
celda de flujo 3 - celda de flujo 1, o celda de flujo 4 - celda de flujo 1) se analizaron usando el software
BlAevaluation 3.2 (GE Healthcare) para identificar la unién usando la unién del modelo 1:1 con transferencia
de masa, con constante de indice de refraccién (RI) 0. Para determinar las afinidades de las curvas de unién
de PD-L1 de ratén, se usé la Rmax de los perfiles de union humanos correspondientes.
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Los datos de unién demostraron que el clon G1AA/280_02 G02_NS y los clones G1/894 08 EO5,
G1/887_04 E12 y G1/887_04_G12 se unieron a PD-L1 humano y de cynomolgus con bajas afinidades
nanomolares de un solo digito o subnanomolares y presentaban reactividad cruzada completa humano/de
cynomolgus (Tabla 4). En comparacién con el clon G1AA/280_02_G02_NS, las afinidades de union de los
clones G1/894_08_E05, G1/887_04_E12y G1/887_04_G12 fueron aproximadamente 1,8 a 4,8 veces mayores
para PD-L1 humano y 2,7 a 4,7 veces mayores para PD-L1 de cynomolgus. Las afinidades de los clones por
PD-L1 recombinante de ratén fueron menores, con valores de Kp que variaron de 38 a 225 nM, observandose
la afinidad mas elevada para el clon G1/887_04_E12. Estos datos muestran que la cadena pesada del
anticuerpo G1AA/280_02_G02_NS puede emparejarse con cadenas ligeras lambda y kappa para producir
anticuerpos con buenas afinidades (y en el caso de emparejamiento de cadenas ligeras kappa, subnanomolar)
por PD-L1 recombinante humano y de cynomolgus, asi como alguna, aunque menor, afinidad por PD-L1
recombinante de ratén.

Tabla 4.
ECIon EPD-L1-His humano §PD-L1-His de cynomolgus éPD-L1-His de raton
| Ko (nM) Ko (nM) Ko (nM) =
3 5 ‘Ko (M) 5
'G1AA/280_2_G02_NS 1,10 11,32 137
/G1/894_08_EO5 0,60 10,49 223
[G1/887_04_E12 10,23 10,28 38
|G1/887_04_G12 0,39 0,45 225

3.3 Unién de mAb anti-PD-L1 a PD-L1 expresado en células
3.3.1 Generacion de células que sobreexpresan PD-L1 humano

Para evaluar la unién de los mAb anti-PD-L1 G1/894_08_E05, G1/887_04_E12y G1/887_04_G12 a PD-L1 en
la superficie celular, se generaron células HEK293 que sobreexpresaban PD-L1 humano.

La secuencia de PD-L1 humano (SEQ ID NO: 83) se subcloné en el vector pcDNA™5/FRT (ThermoFisher
Scientific No. de Cat. V601020) usando sitios de restriccion Kpnly Notl y el vector se transformé después en la
linea celular Flp-In T-REx 293 (Life Technologies, R780-07) usando Lipofectamina 2000 (Life Technologies,
11668-019). Las células se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10 %, higromicina B 100 ug/ml (Melford
Laboratories Ltd, Z2475) y blasticidina 15 pg/ml (Melford Laboratories Ltd, B1105) durante 3-4 semanas hasta
que se formaron colonias de células transformadas de manera estable. Estas colonias se amplificaron en
presencia de doxiciclina 1 pg/ml (Sigma Aldrich, D9891) y se ensayaron para determinar la expresién de PD-
L1 usando anticuerpo anti-PD-L1 humano conjugado con PE (MIH1)} (BD Biosciences, 557924). Las células se
despegaron usando tampo6n de disociacion celular, se lavaron una vez con PBS, se sembraron en placas a
2x10° células en pocillos de una placa de 96 pocillos y después se incubaron con anticuerpo diluido 1:20 en
PBS durante 1 hora a 4 °C, antes de lavarlas de nuevo en PBS y medirlas usando un citometro Accuri C6 (BD
Biosciences). Los datos se analizaron usando el software FlowJoX. La expresién de PD-L1 humano se detect6
en la linea celular.

3.3.2 Ensayo de unién celular: la unién celular a HEK293-hPD-L1 y HEK-FRT de control muestra unién especifica.

Los mAb anti-PD-L1 humano, G1/894 08_E05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12 se ensayaron entonces
para determinar la union a células HEK293 que expresaban PD-L1 humano usando citometria de flujo. La unién
no especifica también se evalué ensayando la unién a células parentales HEK293 que carecian de PD-L1
humano (linea celular Flp-In T-Rex 293, Life Technologies, R780-07).

Se prepararon suspensiones de HEK293 y HEK293.hPD-L1 en PBS que contenia BSA al 0,5 % (Sigma, A7906)
y se sembraron a 1 x 10° célula/pocillo en 100 ul en placas de 96 pocillos de fondo redondo (VWR, 734-1797).
Las células se lavaron una vez en 100 ul de DPBS 1x y los mAb G1/894_08_EO05, G1/887_04_E12 y
G1/887 04 G12 se diluyeron (1.10%-0,013 nM, diluciones de 5 veces) en 100 ul de DPBS 1x (Gibco, 14190-
094). Las células lavadas se resuspendieron en la mezcla de anticuerpos diluida, se incubaron a 4 °C durante
30 minutos y después se lavaron una vez en PBS. Se afiadieron entonces 100 pl/pocillo de anticuerpo
secundario (IgG anti-humana de cabra Alexa Fluor 647-AffiniPure, especifico del fragmento F(ab')2, Stratech
Scientific, 109-605-006-JIR) diluido 1:1.000 en PBS, la mezcla de células/anticuerpo se incub6 durante 20
minutos a 4 °C, y las células se lavaron entonces de nuevo con PBS y se resuspendieron en 100 ul de PBS
que contenia 7AAD (1:1.000, Biotium, 40043) antes de analizarse usando un citémetro de flujo Canto Il (BD
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Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midié la fluorescencia en el canal de FITC (488 nm/530/30).
Los valores de intensidad de fluorescencia media geométrica (GMFI) se representaron graficamente frente al
logaritmo de la concentracién de anticuerpo y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacién de log
(agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Se encontr6 que los clones G1/894_08 EO05, G1/887_04_E12y G1/887_04_G12 se unian a PD-L1 humano en
la superficie celular con valores de CEso en el rango de 0,26 - 0,29 nM (véase la Tabla 5). No se observé unién
a células HEK293 parentales lo que mostré la especificidad de la unién. Por lo tanto, todos los clones de mAb
ensayados se unieron especificamente a PD-L1, sin observarse unién no especifica.

Tabla 5.

CIonHEK293hPDL1CeIuIas ........ L é'é'r}'t"r‘.ﬁ‘ié
..................................... § CE50 (nM) negatlvo HEK293-FRT <
/G1/894_08_E05 10,29 :Sin unién
'G1/887_04_E12 10,26 :Sin union
{G1/887_04_G12 0,27 : Sin unién

3.4 Actividad de mAb anti-PD-L1 en el ensayo de reaccion mixta de linfocitos

La actividad de los mAb anti-PD-L1 se ensay6 en un ensayo de reaccién mixta de linfocitos (MLR). Un ensayo
de MLR mide la respuesta inmune celular que se produce entre dos poblaciones de linfocitos alogénicos (la
misma especie, pero genéticamente distinta). El ensayo usa células T CD4+ de un donante y células dendriticas
derivadas de monocitos (iDC) de otro donante. Como las células inmunitarias contienen niveles fisiolégicos de
reguladores del punto de control inmunitario, el ensayo de MLR puede usarse para confirmar que la activacién
de las células T se potencia por el mAb en un sistema humano.

3.4.1 Generacioén de células T CD4+ expandidas

Se aislaron PBMC de conos de leucocitos mediante separacién en gradiente de Ficoll. Se aislaron células T
CD4+ usando un kit de aislamiento de células T CD4+ humanas (Miltenyi Biotec Ltd, 130-096-533) segun las
instrucciones del fabricante. Se resuspendieron Dynabeads CD3/CD28 Activador-T humano (Life
Technologies, 11131D) mediante agitacion vorticial. Las perlas se transfirieron a un tubo estéril de 15 mly se
afiadieron 10 ml de RPMI (Life Technologies, 61870044) con FBS al 10 % (Life Technologies, 10270106) y 1x
penicilina estreptomicina (Life Technologies, 15140122) para lavar las Dynabeads. El sobrenadante se
deseché. La cantidad requerida de células T CD4+ a 1,0 x 108 células/ml en RPMI con FBS al 10 % y 1x
solucién de penicilina-estreptomicina y 50 Ul/ml de IL2 humana recombinante (Peprotech, 200-02-50 ug) con
una relacién de perlas a células 3:1 se transfirié a un matraz T75 (Greiner Bio-one, 690195) y se incubaron a
37°C + CO2 al 5 %. Después de 3 dias, las células se resuspendieron suavemente y se contaron. La densidad
celular se mantuvo entre 0,8-1 x 10° células/ml afiadiendo medio fresco (RPMI-FBS al 10 % + Solucion de
penicilina estreptomicina 1X + 50 Ul/ml de rhulL2) segun fuera necesario. El dia 7 u 8, se retiraron las perlas
CD3/28 y las células T CD4+ se dejaron reposar durante la noche a 1 x 10° células/ml de medio fresco RPMI-
FBS al 10 % + Solucién de penicilina estreptomicina 1X con 10 Ul/ml de rhulL2 reducido. Las células se
almacenaron congeladas hasta que se requirieron.

3.4.2 Generacion de iDC

Se aislaron monocitos no tratados a partir de PBMC humanas usando un kit de aislamiento de monocitos
generales humanos, (Miltenyi Biotec Ltd, 130-096-537) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
monocitos se diferenciaron en iDC usando medio de diferenciacion Mo-DC humano (Miltenyi Biotec Ltd, 130-
094-812) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.3 Ensayo MLR

Las células T expandidas se descongelaron un dia antes del experimento, se lavaron con medio AIM V (Gibco,
12055-091) y se incubaron a 37°C, COz al 5 % en medio AIM V durante la noche. Los mAb anti-PD-L1 humano,
G1/894_08_EO05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12 se diluyeron a 4x la concentracién final por triplicado en
50 ul de medio AIM V en placas de fondo redondo de 96 pocillos (VWR, 734-1797). Un anticuerpo anti-FITC,
designado 4420 (Bedzyk et al., 1989; Bedzyk et al., 1990), que contenia la mutacién LALA se incluyé como
control negativo. Se ensay6 una serie de diluciones de 3 veces partiendo de 30 nM a 0,002 nM. Se afiadieron
tanto 1x10* células iDC suspendidas en 50 pl de medio AIM V como 1x10° células T CD4+ expandidas
suspendidas en 100 ul de medio AIM V a las diluciones de anticuerpo y se incubaron durante 5 dias a 37°C +
CO:2 al 5 %. Se incluyeron los siguientes controles: células T CD4+ solas, iDC solas, células T CD4+ + iDC y
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medio AIM V solo. Se recogieron los sobrenadantes, se diluyeron las muestras (1:25) y se midieron las
concentraciones de interferén gamma (IFN-y) usando el kit de ELISA de IFN gamma humano Ready-SET-Go!
(Life Technologies, 88-7316-77). Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el software
Genb, BioTek. Los valores de absorbancia de 630 nm se restaron de los de 450 nm (Correccién). La curva
estandar para el calculo de la concentracién de citocinas se basé en un ajuste de curva logistica de cuatro
parametros (Software Gen5, BioTek). La concentracion de IFN-y humano se representd graficamente frente al
logaritmo de la concentracién de anticuerpo y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacién de
logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Los mAb anti-PD-L1 humano, G1/894 08_E05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12, mostraron una potente
actividad en el ensayo de MLR con valores de CEso inferiores a 0,030 nM y un nivel maximo de IFN-y (Emax) de
mas de 10.000 pg/ml (Tabla 6, representativa de la Figura 1). La CEso indica la concentracién de mAb a la que
se alcanza la mitad de la respuesta, mientras que Emax €s un valor absoluto que indica la concentracién maxima
de IFN-y conseguida en el ensayo. No se observo actividad con el mAb G1AA/4420 de control negativo, como
se esperaba.

Tabla 6.

3.5 Actividad de mAb anti-PD-L1 en un ensayo de activacién de células T DO11.10 de raton

Como los mAb anti-PD-L1 humano G1/887_04 E12, G1/887_4_G12 y G1/894_08_EO05 mostraron tener una
reaccion cruzada débil con PD-L1 de ratén (véase el Ejemplo 3.2, Tabla 4) su actividad funcional hacia PD-L1
de ratén se examind en un ensayo de liberacién de interleucina-2 (IL-2) basado en las lineas celulares de
hibridoma de linfocitos T DO11.10 OVA vy linfocitos B LK.35.2. La liberacién de IL-2 es un marcador de la
activacion de las células T. Las células T que expresaban PD-1 murino endbégeno se transfectaron con vector
vacio (pLVX). Las células B se transfectaron con una construccién de PD-L1 de ratén.

3.5.1 Produccién de lineas de células T con un vector vacio

Se us6 la metodologia de transduccién lentiviral para generar células DO11.10 (National Jewish Health) que
contenian el vector lentiviral vacio pLVX usando el Sistema de Empaquetamiento Lenti-X HTX (Clontech,
631249). El vector de expresién Lenti-X (pLVX) (Clontech, 631253) se cotransfectdé con una mezcla de
empaquetamiento Lenti-X HTX en la linea celular Lenti-X 293T (Clontech, 632180) para generar virus. La linea
celular DO11.10 se transdujo usando las particulas lentivirales producidas con el sistema de empaquetamiento
Lenti-X HTX.

3.5.2 Produccién de células presentadoras de antigeno que sobreexpresaban PD-L1

Se us6 la metodologia de transduccion lentiviral para generar células de linfoma de células B LK35.2 (ATCC,
HB-98) que sobreexpresan PD-L1 de ratén usando el Sistema de Empaquetamiento Lenti-X HTX (Clontech,
631249). El vector de expresién Lenti-X (pLVX) (Clontech, 631253) que contenia ADNc de PD-L1 de raton (que
codificaba el PD-L1 de raton de la SEQ ID NO: 84) se cotransfecté con una mezcla de empaquetamiento Lenti-
X HTX en la linea celular Lenti-X 293T (Clontech, 632180) para generar virus. La linea celular LK35.2 se
transdujo usando los vectores lentivirales producidos con el sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX.

3.5.3 Ensayo de activacion de células T DO11.10 de ratén

Se prepararon diluciones de los mAb anti-PD-L1 G1/887_04_E12, G1/887_04_G12y G1/894_08_E05 o el mAb
de control negativo anti-FITC (G1AA/4420) en medios experimentales (DMEM (Gibco, 61965-026), FBS al
10 % (Gibco, 10270-106), piruvato de sodio 1 mM (Gibco, 11360-070)). Los mAb se mezclaron 1:1 con 4x105/ml
de células LK35.2 mPD-L1 en medio experimental en presencia de péptido OVA 2,46 pM (H-
ISQAVHAAHAEINEAGR-OH, Pepscan) (100 pL de células LK35.2 mPD-L1 (mezcla de hibridoma de células B
transducido con un vector lentiviral que contiene mPD-L1 para sobreexpresar PD-L1 de raton)/mAb por pocillo
en placa de fondo redondo de 96) y se incub6 a 37 °C, CO:z al 5 % durante 1 hora. Se afiadieron 2x10° células
pLVX DO11.10 (hibridoma de células T DO11.10 transducidas con un vector lentiviral vacio) por ml en un
volumen de 100 pl de medio experimental a 100 pl de la mezcla de LK35.2 mPD-L1/(mAb). Las células se
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mezclaron después antes de incubarlas a 37°C, CO2 al 5 % durante 24 horas. Los sobrenadantes se recogieron
y se ensayaron con el kit de ELISA para IL-2 de ratén (eBioscience, 88-7024-88 o R&D systems, SM2000)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el
software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de 570 nm se restaron de los de 450 nm (Correccién). La
curva estandar para el calculo de la concentracién de citocinas se basé en un ajuste de curva logistica de cuatro
parametros (Software Gen5, BioTek). La concentracién de IL-2 de ratén se representd graficamente frente al
logaritmo de la concentracidon de mAb y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacién de logaritmo
(agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Los resultados se muestran en la Figura 2 y la Tabla 7. Los mAb anti-PD-L1 humano mostraron actividad
significativa en el ensayo de activacion de células T de ratén con potencias (CEso) en el rango de 1-4,4 nM. No
se observé actividad con el mAb de control negativo como se esperaba. De los tres clones ensayados,
G1/887_04_E12, que mostro la afinidad mas alta por PD-L1 recombinante de ratén (véase la Tabla 4), también
fue el clon méas potente en el ensayo de activacion de células T. Las diferencias en la potencia fueron menores
que las afinidades medidas, lo que probablemente se debe a la alta sobreexpresion de PD-L1 de ratén en las
células LK35.2 en este ensayo.

Tabla7

?Clon §Actividad funcional en el ensayo de activacion de células T DO11.10 mPD-L1
 CEso ("M) Emax (pg/mi) :
'G1/894_08_E05 14,37 2,112

e e e e e e e e e

'G1/887_04_E12 11,02 11.966

................................................................................................................................................................................................................................
B

'G1/887_04_G12 2,71 1.912

_Control negativo G1AA/4420 : Sin actividad

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

3.6 Farmacocinética en ratones sin tratamiento previo

Para investigar la farmacocinética in vivo (PK), los mAb anti-PD-L1 G1/894_08_E05, G1/887_04_E12 y
G1/887_04_G12 se ensayaron en un estudio PK de grado de investigaciéon en donde los mAb se administraron
a ratones que no portaban tumores y se midieron las concentraciones en el suero sanguineo a lo largo del
tiempo.

Se dividieron ratones C57/BL6 (hembras de 9-10 semanas de edad) en 4 grupos de 3 animales para recibir
una dosis Unica del anticuerpo de ensayo administrado por via intravenosa. Los animales se dosificaron una
vez con los mAb anti-PD-L1 a 8 mg/kg. Los anticuerpos se administraron por via intravenosa (100 pl, vena de
la cola) y después se recogieron muestras de sangre (20 pl, vena de la cola) en 7 puntos de tiempo diferentes,
de 3 ratones por punto de tiempo. Los puntos de tiempo fueron 0,5, 1, 6, 24, 48, 96 y 144 horas después de la
dosificacion. Se dej6é coagular la sangre a temperatura ambiente durante 2 horas, se centrifugé en una
centrifuga a 2.000 g durante 20 min, luego se recupero el suero y se almacendé a -80 °C. Para el analisis, todas
las muestras de suero se descongelaron y se analizaron al mismo tiempo en una maquina Gyrolab xPlore
(Gyrolab Technologies) usando el programa 200-3W-002-A. Se usé IgG antihumana de cabra biotinilada-
cadena pesada y ligera adsorbida en mono (Cambridge Bioscience, A80-319B) como reactivo de captura e IgG
antihumana de cabra-AF647 (Cambridge Bioscience, 2040-31) como reactivo de deteccién. La concentracion
de IgG humana se midié en cada muestra de suero y la concentracién de farmaco real se calculé basandose
en las curvas de titulacién para cada compuesto para eliminar las diferencias potenciales en la deteccién. Se
realizaron curvas estandar adicionales para validar que la unién al mAb IgG anti-humano de captura o deteccién
no se alteraba por los mAb.

Los mAb anti-PD-L1 no mostraron una eliminacién rapida inicial y los niveles de exposicién se mantuvieron a
mas de 24 ug/ml durante el periodo de 6 dias (Figura 3). Estos datos son como se esperaba para los mAb y
estan en linea con los datos publicados de mAb anti-PD-L1 (Deng et al., 2016).

3.7 Resumen de la caracterizacion de clones kappa en formato IgG1

Los mAb anti-PD-L1 G1/894_08_E05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12, que contenian las cadenas ligeras
kappa seleccionadas demostraron reactividad cruzada con PD-L1 de cynomolgus y ratén, mostraron unién
especifica a PD-L1 expresado en la superficie celular, y mostraron una afinidad incluso mayor por PD-L1
recombinante humano y de cynomolgus que el clon G1/280_02_G02 que contenia la cadena ligera lambda. Se
mostr6 que los mAb anti-PD-L1 G1/894 08 E05, G1/887_04 E12 y G1/887_04_G12 eran potentes
activadores de las células T humanas in vitro, que tenian reactividad cruzada funcional en ratones, y que tenian
perfiles PK satisfactorios en ratones que no portan tumor.
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Ejemplo 4: Optimizacion de secuencias
4.1 Identificacién y eliminacién de sitios de desamidacion de proteinas potenciales

El analisis de la secuencia del clon G1/280_02_G02_NS dio como resultado la identificacién de la secuencia
NSNT (SEQ ID NO: 6) en el bucle H-CDR2 (en las posiciones 54-57 de Kabat) como un sitio de desamidacion
potencial, que, si se desamida, podria afectar a la unién. La cadena pesada de este clon se retuvo en todos los
clones que contenian la cadena ligera kappa obtenidos mediante la campafia de barajado de cadenas descrita
en el Ejemplo 2, de modo que este sitio de desamidacion potencial también estaba presente en los clones
G1/887_04_E12, G1/894_08_A05, G1/894 08 EO05 y G1/887_4_G12. Usando cebadores especificos mas
cercanos a la secuencia de la linea germinal, la secuencia de NSNT (SEQ ID NO: 6) se cambi6 en los cuatro
clones que contenian la cadena ligera kappa mediante mutagénesis dirigida a sitio bien a GGST (SEQ ID NO:
7), SGGT (SEQ ID NO: 5) 0 SGNA (SEQ ID NO: 8) para producir los clones variantes identificados en la Tabla
8. Al mismo tiempo que se elimind este sitio de desamidacion potencial, también se investigd el papel del
residuo de prolina en la posicion 28 de Kabat en la region VH del clon G1/887_04 E12, que se introdujo
involuntariamente en la secuencia de este anticuerpo durante el barajado de la cadena ligera kappa,
revirtiéndolo de nuevo a un residuo de treonina tal como esta contenido en el clon G1/280_02_G02_NS. El clon
parental y variante resultante (todos en formato IgG1) se transfectaron a una escala de 0,8 ml, y los
sobrenadantes de cultivo recogidos cinco dias después de las transfecciones se usaron para determinar las
afinidades de los clones por PD-L1-rCD4-His humano y de cynomolgus por SPR. Se generd PD-L1-rCD4-His
de cyno como se describe en el Ejemplo 1.1. Con la excepcién de los clones variantes derivados del clon
G1/887_04_E12, todos los clones variantes retuvieron sus afinidades subnanomolares por PD-L1 humano y
de cynomolgus en comparacién con su clon parental respectivo (véase la Tabla 8).

Tabla 8.

e O hPDUKDCPDU
5 linea germinal (GGST, SGGT o0 SGNA) i (posicion 28) i (nM) iKp :
: - (nM)
(G1/280_02_GO2 NS - 1,20 180 |
T NSNT(SEQIDNO6)+021025 ........
;(Parental) : i
'G1/929_01_A01 GGST (SEQ ID NO: 7) - 2,66 3,18
|G1/929_01_A02 SGGT (SEQ ID NO: 5) - 3,07 13,64
/G1/929_01_A03 SGNA (SEQ ID NO: 8) - 2,66 13,31
|G1/894_08_A05 NSNT (SEQ ID NO: 6) - 0,42 0,57

| (Parental) . :
@G1/929_01_Ao4 {GGST (SEQ ID NO: 7) - 10,47 §o,60
.G1/929_01_A05 SGGT (SEQ ID NO: 5) - 0,55 0,62
|G1/929_01_A06 SGNA (SEQ ID NO: 8) - 10,45 0,58
.G1/894_08_EO05 NSNT (SEQ ID NO: 6) - 0,48 10,59
i(ParentaI)
|G1/929_01_A07 \GGST (SEQ ID NO: 7) - 0,47 10,59
@G1/929_01_A08 {SGGT (SEQ ID NO: 5) - 10,50 §o,65
'G1/929_01_A09 {SGNA (SEQ ID NO: 8) - 0,49 10,57
'G1/887_04_G12 \NSNT (SEQ ID NO: 6) - 10,36 10,50
(Parental)
@G1/929_01_A1o |GGST (SEQ ID NO: 7) - 10,42 §o,60
{G1/929_01_AT11 \SGGT (SEQ ID NO: 5) - 0,51 10,57
@G1/929_01_A12 {SGNA (SEQ ID NO: 8) - 10,51 §o,66

Las afinidades muy reducidas de los clones G1/929 01_A01, G1/929 01_A02 y G1/929_01_A03 en
comparacion con su parental (G1/887_04_E12) se consideraron probablemente debidas a la eliminacién de la
prolina en la regién VH en la posicion 28 de Kabat en lugar de a la presencia de las sustituciones GGST (SEQ
ID NO: 7), SGGT (SEQ ID NO: 5) y SGNA (SEQ ID NO: 8) en H-CDR2. Fue sorprendente que este residuo de
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prolina en el clon G1/887_04 E12 parecia ser importante por su afinidad por PD-L1. Las variantes derivadas
de los tres clones parentales G1/887_04_E12, G1/894_08_EO05 y G1/887_04_G12 que contenian la sustitucién
SGGT (SEQ ID NO: 5) en su H-CDR2 (posiciones 54-57), concretamente los clones G1/929 01_A02,
G1/929_01_A08 y G1/929_01_A11, se seleccionaron para una caracterizacion adicional basandose en que
esta sustitucién SGGT (SEQ ID NO: 5) estaba mas préxima a la secuencia de |a linea germinal.

Usando mutagénesis dirigida a sitio, el sitio de desamidacion potencial (NSNT (SEQ ID NO: 6) en la posicion 54
a 57 de Kabat) en el bucle H-CDR2 del clon G1/280_02_G02_NS también se modificé a SGGT (SEQ ID NO: 5).
Adicionalmente, un sitio de desamidacion potencial adicional (resto NS) identificado en las posiciones 31 a 32 de
Kabat en la CDR1 de la cadena ligera lambda de este clon se modificé a NY mutando la serina 32 (numeracién
de Kabat) a una tirosina, ya que se encuentra tirosina en esta posicion en varias secuencias de la linea germinal,
tales como IGLV2-8-01, IGLV2-8-02, IGLV2-8-03, IGLV2-11-01, IGLV2-11-02, IGLV2-11-03 e IGLV2-14-01,
IGLV2-14-02, IGLV2-14-03, IGLV2-14-04. La combinacién de estas modificaciones produjo el clon G1/lambdav3
que contenia la cadena ligera lambda, que también se seleccioné para una caracterizacién adicional.

Ejemplo 5: Caracterizacién de los mAb/mAb?
5.1 Clonacién y produccion de clones en formato mAb y mAb?

El residuo de treonina en la posicién 28 de Kabat en la regién VH del clon variante de "SGGT" G1/929_01_A02
identificado en el Ejemplo 4 se muté a una prolina, como esta presente en la misma posicién en su clon parental
G1/887_04_E12, con el fin de mejorar su afinidad por PD-L1 humano y de cynomolgus. Se usé la expresion
transitoria en células HEK293-6E y la purificacion usando columnas de proteina A mAb Select SuRe para
producir este clon variante modificado y los otros tres clones variantes "SGGT" (G1/929_01_A08,
G1/929_01_A11 y G1/lambdav3) identificados en el Ejemplo 4 en formato IgG1 y con la mutacién LALA para
permitir el ensayo de su actividad funcional en ausencia de funcion efectora. Los mAb resultantes se designaron
G1AA/E12v2, G1AA/EQSV2, G1AA/G12v2 y G1AA/lambdav3. Las secuencias de cadena pesada y ligera se
muestran respectivamente en la SEQ ID NO: 47 y la SEQ ID NO: 48 para G1AA/E12v2; la SEQ ID NO: 49y la
SEQ ID NO: 50 para G1AA/G12v2; la SEQ ID NO: 51 y la SEQ ID NO: 52 para G1AA/E05v2 y la SEQ ID NO:
61y la SEQ ID NO: 62 para G1AA/lambdav3.

Los sitios de unién a antigeno basados en CDR de un mAb pueden combinarse con restos Fcab (unién a
antigeno por fragmento cristalizable) generados en un dominio constante para proporcionar anticuerpos
biespecificos denominados mAb?2.

Los anticuerpos anti-PD-L1 de la invencion se produjeron en formato mAb? anti-CD137/anti-PD-L1 para
ensayar su especificidad por PD-L1 humano. Los mAb? se produjeron en formato IgG1 LALA, teniendo la
cadena pesada un sitio de union anti-CD137 humano en el dominio CH3 del resto Fcab y un dominio VH del
clon de mAb anti-PD-L1 G1AA/E12v2, G1AA/EQ5v2, G1AA/G12v2 o G1AA/lambdav3. Para generar los mAb?,
las cadenas pesadas se cotransfectaron con la cadena ligera correspondiente de los mAb anti-PD-L1. Los
mAb? se produjeron mediante expresién transitoria en células HEK293-6E y se purificaron usando columnas
de proteina A mAb Select SuRe para producir los clones FS22-172-003AA/E12v2, FS22-172-003AA/G12v2,
FS22-172-003AA/EQ5v2 y FS22-172-003AA/lambdav3. Las secuencias de cadena pesada y ligera se muestran
respectivamente en la SEQ ID NO: 85 y SEQ ID NO: 86 para FS22-172-003AA/E12v2, la SEQ ID NO: 87 y
SEQ ID NO: 88 para FS22-172-003AA/G12v2, la SEQ ID NO: 89 y SEQ ID NO: 90 para FS22-172-
003AA/EOD5v2, y la SEQ ID NO: 91 y SEQ ID NO: 92 para FS22-172-003AA/lambdava3.

5.2 Afinidades de mAb por PD-L1 humano y de cynomolgus

Para determinar si las modificaciones de secuencia adicionales presentes en G1AA/lambdav3 (concretamente,
NSNT (SEQ ID NO: 6) a SGGT (SEQ ID NO: 5) en la VH-CDR2, NS a NY en la VL-CDR1 y la mutacién LALA)
y los mAb que contenian la cadena ligera kappa G1AA/E12v2, G1AA/EO5v2 y G1AA/G12v2 (concretamente,
la mutacion LALA y, en G1AA/E12v2 Gnicamente, treonina a prolina en la posicion 28 de Kabat en la regién
VH) tenian afectadas las cinéticas de unién, se determinaron las afinidades de estos mAb anti-PD-L1 por PD-
L1 humano y de cynomolgus como se describe en el Ejemplo 3.2. Los mAb G1AA/lamdav3, G1AA/EQ5v2,
G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 exhibieron afinidades por PD-L1 humano y de cynomolgus similares a las
observadas en el Ejemplo 3.2 (Tabla 4) para los mAb G1AA/280_02_G02 NS G1/894_08_EO05,
G1/887_04 E12 y G1/887_04_G12, lo que demuestra que las afinidades de unién de los mAb y mAb?
ensayados no se vieron afectadas por la modificacién de los sitios de desamidacién potenciales o la
introduccién de la mutacion LALA. EI mAb G1AA/E12v2 mostr6 el valor de Ko mas bajo de los cuatro mAb
ensayados (0,21 nM para PD-L1 humano, y 0,37 nM para PD-L1 de cynomolgus).

El VH de G1AA/E12v2 difiere del de G1/929_01_A02 (Ejemplo 4, Tabla 8) en un residuo; G1AA/E12v2 tiene
una prolina en la posicion 28 de Kabat mientras que G1/929_01_AQ2 tiene una treonina en esta posicion.
G1/929_01_A02 tenia una afinidad mas de 10 veces menor por PD-L1 tanto humano como de cynomolgus en
comparaciéon con G1AA/E12v2; estos datos demuestran la importancia del residuo de prolina en la posicion 28
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(nomenclatura de Kabat) en el VH del clon G1AA/E12v2 para su afinidad por PD-L1 humano y de cynomolgus.

Tabla 9.

‘mAb 'PD-L1-His humano | PD-L1-His de cyno

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

‘G1AA/lambdav3 |

R

'G1AA/E05v2

G1AA/E12v2

R

'G1AA/G12v2

5.3 Especificidad para los miembros de la familia PD-L1

PD-L1 pertenece a la familia de homologia B7 de reguladores del punto de control inmunitario (Ni y Dong,
2017). Para analizar la especificidad de los brazos Fab anti-PD-L1 de los clones de mAb2 FS22-172-
003AA/lambdav3, FS22-172-003AA/E05v2, FS22-172-003AA/E12v2 y FS22-172-003AA/G12v2, se ensayod su
capacidad para unirse a miembros de la familia estrechamente relacionados usando SPR. El objetivo fue
demostrar la especificidad al mostrar ausencia de unién del mAb? a antigenos estrechamente relacionados a
una concentraciéon de 1 uM, pero al mostrar unién a receptores PD-L1 a una concentracion de 1 nM.

Las celdas de flujo en chips CM5 se inmovilizaron con aproximadamente 1.000 RU de PD-L2-F¢ humano (R&D
Biosystems, 1224-PL), CD80-Fc (R&D Biosystems, 140-B1), PD-1-His (R&D Biosystems, 8986-PD), B7-H3-His
(produccion interna de F-star), PD-L1-Fc (R&D Biosystems, 156-B7) o PD-L1-His (Acrobiosystems PD1-H83F3).
La celda de flujo 1 se hizo funcionar como una inmovilizacion en blanco. Los mAb? se diluyeron a 1 uyMy 1 nM en
tampoén 1x HBS-EP (GE Healthcare, codigo de producto BR100188), se dejo fluir sobre el chip durante 3 min y
después se dejo disociar durante 4 min. Se us6 una inyeccién de 30 segundos de glicina 10 mM pH 1,5 para la
regeneracion. Se inyectaron mAb de control positivo a 50-100 nM para demostrar el recubrimiento de cada
antigeno. Los niveles de unioén se determinaron al final de la fase de asociacion y se compararon.

Todos los clones de mAb? ensayados mostraron un alto nivel de especificidad, con menos de 10 RU de unién
del mAb? a los cuatro antigenos detectados a 1 uM en comparacién con un rango de 105 a 570 RU de respuesta
de unién detectada a 1 nM para unién a PD-L1-Fc o PD-L1-His humanos. Estos resultados mostraron que la
especificidad de los brazos Fab por PD-L1 se retuvo independientemente de las modificaciones hechas a las
CDR para eliminar sitios de desamidacion potenciales, y que la introduccion de la mutacion LALA y la
produccion de los Fab en formato mAb? no afect6 su unién a PD-L1.

5.4 Actividad de los mAb anti-PD-L1 humano en MLR

Los mAb anti-PD-L1, G1AA/EO5v2, G1AA/E12v2 y G1AA/GO5v2 se ensayaron en un ensayo de reaccién mixta
de linfocitos (MLR)} como se describe en el Ejemplo 3.4. Se us6 G1AA/4420 como control negativo. Los datos
se muestran en la Tabla 10 y la Figura 4. Los mAb G1AA/EQ05v2, G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 mostraron una
potente actividad en el ensayo de MLR con valores de CEsp inferiores a 0,054 nM y un nivel maximo de IFN-y
(Emax) superior a 600 pg/ml (Tabla 10, Figura 4). Los valores de CEso y especialmente los de Eméax fueron
significativamente diferentes de los descritos en el Ejemplo 3.4. Se cree que esta diferencia se debe a la
variabilidad del donante, ya que la respuesta depende de la reaccién alogénica entre las células T de un
donante y las células dendriticas derivadas de monocitos de otro donante. La potencia de los mAb anti-PD-L1
humano era consistente con los datos descritos en el Ejemplo 3.4, como lo era la clasificacion de los clones
por orden de potencia. No se observé actividad para el mAb G1AA/4420 de control negativo, como se esperaba.

Tabla 10.

3 §Act|V|dad funC|onaI en el ensayo MLR
‘Clon {ECs0 (nM) Emax (Pg/ml)

—— T T
\G1AA/E12v2 10,054 1666
§G1AA/G12V2 ,o4o 1686
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5.5 Expresion, purificacion y caracterizacion analitica de los mAb anti-PD-L1

Los mAb G1AA/EQSv2, G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 se produjeron a escala de laboratorio y se caracterizaron
por los métodos analiticos estandar de SEC y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

5.5.1 Expresioén y purificacién a escala de laboratorio de los mAb anti-PD-L1

Las secuencias de ADN que codificaban los mAb G1AA/EQ5v2, G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 se transfectaron
en células HEK293 6E (National Research Council Canada) usando PElpro (Polyplus, Francia). Después de 5
dias, se recogieron los fluidos del cultivo celular y se purificaron en columnas preempaqguetadas de Proteina A
MabSelect usando un instrumento AKTAxpress (ambos de GE Healthcare, Uppsala, Suecia). El equilibrado de
las columnas se llevo a cabo en Tris 50 mM, NaCl 250 mM a pH 7,0 seguido de la carga con fluido de cultivo
celular recogido. La resina se lavé usando Tris 50 mM, NaCl 250 mM a pH 7,0 y esto fue seguido por la elucion
del mAb usando tampén a pH menor de 3,5.

5.5.2 Andlisis por SE-UPLC

Se realiz6 SE-UPLC después de la purificacién dentro de las 24 horas posteriores a la purificacién (el material
se almacen6 a 4 °C) usando un Acquity H-Class Bio UPLC (Waters Corp. Reino Unido) para medir el porcentaje
de monémero. Se us6 una columna Acquity UPLC BEH200 SEC 1,7 mm (4,6 x 150 mm), la fase movil consistio
en fosfato de sodio 250 mM, L-arginina 100 mM a pH 6,8. La cuantificacion de especies monomeéricas, de bajo
peso molecular y de alto peso molecular se realizé usando el software Empower (Waters Corp, Reino Unido).

5.5.3 Termoestabilidad

La temperatura de fusion (Tm) de G1AA/EDSv2, G1AA/E12v2 y G1AA/G12v2 se midio usando un calorimetro
diferencial de barrido capilar Microcal VP (DSC). Se incluyé G1AA/lambdav3 para evaluar la diferencia entre
los mAb que contenian la cadena ligera kappa y lambda. Las muestras se midieron en tampén de muestra a
una concentracién de 0,2 mg/ml. La velocidad de escaneo se ajusté a 60 °C/h y los datos se recogieron entre
35 °C y 100 °C. El analisis de los datos se realizé con el software Origin 7.0. Como los picos de DSC de Fab y
CHS3 se superponian, se notificé un valor.

Tabla 11.
EmAb §Pureza de mondémero Tm de Fab/CH3
: _§después de Proteina A % :
G1AA/E05V299481001/ ..... 048280
?'é‘i')i‘/i}'é'{é'{}éw"§‘é§;§é"£'6',‘6%/; ................................. g‘é‘i‘;?),"-éki‘ﬁ";é ...........................................................
§G1AA/G12v2 §99,83 +0,11 % 178,1-81,3 °C
\G1AA/lambdav3 99,75 + 0,25 % 168,1°C

Un resumen de los resultados se muestra en la Tabla 11. Los tres mAb: G1AA/EQSv2, G1AA/E12v2 y
G1AA/G12v2 mostraron parametros de caracterizacion analitica favorables; la pureza del monémero después
de Proteina A fue mayor del 98 % y se encontré que |a estabilidad térmica de la transicion Fab (Tm) estaba en
el extremo superior de las transiciones notificadas tipicamente para IgG1, con G1AA/E12v2 pareciendo ser el
mas estable térmicamente (Fab/CH3 Tm= 81,4-84,1 °C). El mAb de cadena ligera lambda, G1AA/lambdav3,
tenia una Tm mas baja que los tres mAb que contenian la cadena ligera kappa.
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Informacion de listado de secuencias
Secuencias de anticuerpos
Notas:

i. El dominio variable, de cadena pesada completa se muestra en cursiva, las CDR segun el esquema de
Kabat se muestran en cursiva y subrayadas, las CDR seglin el esquema de IMGT se muestran en cursiva
en negrita, por lo tanto, cualquier secuencia de CDR de IMGT y Kabat solapante se muestra en negrita,
cursiva y subrayada y, cuando sea aplicable, la localizacion de la mutacion LALA se muestra en negrita y
subrayada.

ii. Las secuencias de aminoacidos y de ADNc para la cadena pesada completa se proporcionan sin lisina
C-terminal opcional.

iii. El dominio variable, de cadena ligera completa se muestra en cursiva, las CDR segun el esquema de
Kabat se muestran en cursiva y subrayadas, las CDR seglin el esquema de IMGT se muestran en cursiva
en negrita, por lo tanto, cualquier secuencia de CDR de IMGT y Kabat solapante se muestra en negrita,
cursiva y subrayada.

iv. En la secuencia de aminoacidos de dominios variables, las CDR segln el esquema de Kabat se muestran
en cursiva y subrayadas, las CDR segun el esquema de IMGT se muestran en cursiva en negrita, por lo
tanto, cualquier secuencia de CDR de IMGT y Kabat solapante se muestra en negrita, cursiva y subrayada.

v. Se proporcionan secuencias de aminoacidos de CDR segln los esquemas de Kabat e IMGT.
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Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/280_02_G02

EAA de la cadena pesada (sin LALA)
{(SEQ ID NO: 65)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNGNTNYAQKL QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSCLYSLSSWVYTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD :

EAA de la cadena pesada (con
LALA) (SEQ ID NO: 93)

GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG
EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG ;
LEWMGWISAYNGNTNYAQKLGGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

' AA del dominio VH (SEQ ID NO: 45)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNGNTNYAQKL QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
94)

GYTFTSYG

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
1

SYGIS

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
95) |

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
178)

"HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
169)

ISAYNGNT

ARDLFPTIFGVSYYYY

'HCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
3)

DLFPTIFGVSYYYY

'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
.66)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNSVSWYQQFPGKA
PKLMIFEVTNRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS
SFKRGSTLVVFGGGTKLTVLGQPAAAPSVTLFPPSSEELQANKATL
VCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYL
SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS :

| AA del dominio VL (SEQ ID NO: 46)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNSVSWYQQFPGKA |
PKLMIFEVINRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS

SFKRGSTLVVFGGGTKLTVL
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'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
196)
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SSDVGGYNS

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
26)

TGTSSDVGGYNSVS

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
77)

EVT

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
13)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
14)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
14)

EVTNRPS

SSFKRGSTLVV

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/280_02_G02_NS

?AA de la cadena pesada (sin
{LALA) (SEQ ID NO: 63)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWWTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVYSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSD :

?AA de la cadena pesada (con
{LALA) (SEQ ID NO: 97)

GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG
EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
LEWMGWISAYNSNTINYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY :
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD

| ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD

{AA del dominio VH (SEQ ID NO:
43)

GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EVQLVQSGAEVKRPGASVYKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVIMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
94)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
198)

GYTFTSYG

ISAYNSNT

'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO:
23)

WISAYNSNTNYAQKLQG
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'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3)

A de la cadena ligera (SEQ ID | QSALTQPASVSGSPGQSITISCIGTSSDVGGYNSVSWYQQFPGKA
NO:64) PKLMIFEVINRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS

| SFKRGSTLVVFGGGTKLTVLGQPAAAPSVTLFPPSSEELQANKATL
VCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYL |
| SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
'AA del dominio VL (SEQ ID NO: | QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNSVSIWYQQFPGKA |
) PKLMIFEVINRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS
| SFKRGSTLVVFGGGTKLTVL

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | SSDVGGYNS
196)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | TGTSSDVGGYNSVS
126)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: EVT
77)

?LCDRZ (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {EVTNRPS
13)
ELCDRS (AA} (IMGT) (SEQ ID NO: { SSFKRGSTLVV
14)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SSFKRGSTLVV
14)

' AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

(SEQIDNO: 57) L EWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG |

39



ES 3025557 T3

EAA de la cadena pesada (con | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LALA) (SEQID NO: 99) LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV |
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QADWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
' AAdel dominio VH (SEQ IDNO: 37) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
| LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
0
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYNSNT
198) |
'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYNSNTNYAQKLQG
23)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

?AA de lacadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
%58) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPRVIFGQGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
; KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
EAA del dominio VL (SEQ ID NO: 38) | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
| LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
STPRVTFGQGTKVEIK

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: RASQSISGRLA
19

ELCDRZ (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EAS
1

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPRVT
22)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSTPRVT
22)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/887_04_E12
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?AA de la cadena pesada (sin LALA)
(SEQ ID NO: 53)

et o
LALA) (SEQ ID NO: 101)

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
102)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWWD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
EVOLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG |
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

GYPFTSYG

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
)

SYGIS

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
98)

ISAYNSNT

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
123)

69)

'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
154)

WISAYNSNTNYAQKLQG

DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
LIYEASTSETGVYPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
STPYTFGQGTKLEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

EAA del dominio VL (SEQ ID NO: 34)

DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
STPYTFGQRGTKLEIK :

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:

QSIGNR
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'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSIGNRLA
15)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EAS
71)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASTSET
16)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPYT
17)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {QQSYSTPYT
17)

?AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGALEVKRPGASVKYSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

(SEQIDNO:5%) L EWMGWISAYNSNTNYAQKL QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
3 DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |

ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

AA de la cadena pesada (con| EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LALA) (SEQID NO:104) LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
1 DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTATYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG |

AA del dominio VH (SEQ ID NO: 35) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKYSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
| LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
B
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYNSNT
198)
'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYNSNTNYAQKLQG
23)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)




"HCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
13)
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DLFPTIFGVSYYYY

'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
56)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
LIYEASNI ESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
SWPRTFGQGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL

A del dominio VL (SEQ ID NO: 36) |

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
1100)

LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
SWPRTFGQGTKVEIK ‘

QSISGR

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
19)

RASQSISGRLA

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
77)

EASN

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:

EASNLES

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
21)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/894_08_A05

?AA de la cadena pesada (sin LALA)
{(SEQ ID NO: 59)

A de la cadena pesada (con
{LALA) (SEQ ID NO: 105)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGYSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVYSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG
EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYNSNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGYSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTAQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWWD

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG
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AA del dominio VH (SEQ ID NO: 39) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKYSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
| LEWMGYWISAYNSNTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
B
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYNSNT
198)

'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: |WISAYNSNTNYAQKLQG
23)

69)

EAA de lacadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
360) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
| TEPRVSFGGGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
; KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
EAA del dominio VL (SEQ ID NO: 40) | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
| LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
TFPRVSFGGGTKVEIK E

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |EASN
106)

'LCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQANTFPRVS
24)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {QQANTFPRVS
24)
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Secuencias de aminoacidos y ADNc de cadenas pesadas y ligeras y dominios variables de G1AA/EQ5v2 y
secuencia de aminoacidos de CDR

?AA de la cadena pesada (sini EVQLVQSGAEVKRPGASVYKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LALA) (SEQID NO: 107) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH 5
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |

| GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
'ADN de la cadena pesada (sin | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT
LALA) (SEQID NO: 108) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT
| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGT
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGG
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCT
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AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAACTGCTGGGTGGTCCTTC
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA
CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA |
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA |
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTG
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT

| TGTCCCTGTCGCCCGGA

?AA de la cadena pesada (coni EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LALA) (SEQID NO: 51) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWAD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
'ADN de Ia cadena pesada (con | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT |
LALA) (SEQID NO: 109) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
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CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGT |
COGTGTTCCOGCTGECCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGE |
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG |
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCT
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTC |
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA |
CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG |
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA |
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA |
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTS
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT

| TGTCCCTGTCGCCCGGA

AA del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
3N LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'ADN del dominio VH (SEQ ID NO: | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT |
110) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCOGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |

CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC ‘

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
194)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
1)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
111)
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'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
:18)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'HCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3)

AA de la cadena ligera (SEQ ID | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAIWVYQQKPGKAPNL |
NO:52) 1 IYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |
| STPRVIFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK |
ADYEKHKVY ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

'ADN de la cadena ligera (SEQ ID | GACATTCAGATGACCCAATCCCCGTCCACGCTGAGCGCCTCCG |
NO-112) TCGGTGATCGCGTGACAATCACTTGTCGGGCGTCGCAGTCCAT

| CTCTGGAAGGCTCGCCTGGTACCAGCAGAAGCCTGGAAAGGET
CCCAACCTCCTTATCTACGAAGCCAGCAACCTGGAGTCCGGAG
TGCCTAGCCGGTTCAGCGGATCAGGGTCCGGTACCGAGTTCAC
CCTGACCATTTCCTCGCTCCAACCTGAGBACTTCGCCACCTACT
ACTGCCAACAGTCCTATTCAACTCCGCGCGTGACCTTCGGCCA
GGGCACTAAGGTCGAAATCAAAAGAACCGTGGCAGCCCCATCG
GTGTTTATCTTCCCGOCCTCGGACGAACAGCTGAAGTCAGGCA |
CTGCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAA |
GCTAAGGTCCAGTGGAAGGTCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAA |
ACAGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCAC |

TTATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACG
AGAAGCACAAAGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCT
TTCGTCGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAATGC

'AA del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAIWYQQKPGKAPNL
332) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |
STPRVIFGQGTKVEIK

' ADN del dominio VL (SEQ ID NO: | GACATTCAGATGACCCAATCCCCGTCCACGCTGAGCGCCTCCG
13 TCGGTGATCGCGTGACAATCACTTGTCGGGCGTCGCAGTCCAT |
| CTCTGGAAGGCTCGCCTGGTACCAGCAGAAGCCTGGAAAGGCT |
CCCAACCTCCTTATCTACGAAGCCAGCAACCTGGAGTCCGGAG |
TGCCTAGCCGGTTCAGCGGATCAGGGTCCGGTACCGAGTTCAC |
CCTGACCATTTCCTCGCTCCAACCTGAGGACTTCGCCACCTACT |
ACTGCCAACAGTCCTATTCAACTCCGCGCGTGACCTTCGGCCA
GGGCACTAAGGTCGAAATCAAA

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: { RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | EAS
)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: { EASNLES
20)
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22)
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QQSYSTPRVT

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
22)

QQSYSTPRVT

Secuencias de aminoacidos y ADNc de cadenas pesadas y ligeras y dominios variables de G1AA/E12v2 y

secuencia de aminoacidos de CDR

R
LALA) (SEQ ID NO: 114)

'ADN de la cadena pesada (sin
iLALA) (SEQ ID NO: 115)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL

APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPRPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT |
GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACCCCT

TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGET
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGG
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA |

T T AT AT AN AT AT AT AT TN T AT AT AMNAOANNA,
T OlwwlIvUial oal AL O T VUL TVO VW T WU T OOOGAL UL

AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG |
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAACTGCTGGGTGGTCCTTC
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA
CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT ¢
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG |
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CAACGGACAGCCCGAGAACAACT ACAAGACGACTCCGCCCGTG |
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT |
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC |
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT

3 TGTCCCTGTCGCCCGGA

AA de la cadena pesada (con | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LALA) (SEQID NO: 47) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLYTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV |
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
3 GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
ADN de la cadena pesada (con | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGECCT |
LALA) (SEQID NO: 116) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACCCCT |
| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCEGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTRT |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGBCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCET |
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGEEE |
TACCGCCGCCCTEEECTECCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG |
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA |
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACET
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG |
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA |
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTC |
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGBATACCCTGATGATCT |
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA |
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CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGACTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAACTGCAAAGTGTCCAACA
AGGCGCTGCCTECCOCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCETCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTG
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGEGAAACGTGTTCTCCTGETCE
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT

| | TGTCCCTGTCGCCCGGA

A del dominio VH (SEQ ID NO: | EVOLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
B LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTOTSTSTAYMELRSLRS

1 DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'ADN del dominio VH (SEQ ID NO: | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGT CAAGAGGCCT |
mn GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACCCCT |
‘ TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTE |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
| GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGS |

102)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
111)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
18)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
169)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY

A de la cadena ligera (SEQ ID | DIQMTQSPSTLSASVRDRVITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL

NO:48) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA |
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 3
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'ADN de la cadena ligera (SEQ ID | GACATCCAGATGACGCAGAGCCCGTCTACCCTGTCCGCCTCCG
NO:118) TGAGAGATCGCGTGATCATCACCTGTCGGGCCAGCCAGTCCAT |
| CGGAAACCGCTTGGCGTGGTACCAGCACAAGCCTGGGAAGGCT |
CCGAAGCTGCTCATCTACGAAGCCTCGACTTCGGAGACTGGTG |
TCCCTAGCCGGTTCAGCGGATCGGGATCAGGGACCGATTTCAC
TCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCCGAGGACTTCGCCACCTACT
ACTGCCAACAGTCATATTCCACCCCGTACACCTTCGBACAAGGE |
ACCAAGCTCGAAATCAAGCGGACTGTCGCCGCACCTTCCGTGT |
TCATTTTCCCACCCTCCGACGAACAGCT GAAATCGGGTACAGCT
AGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGCTAA
GGTCCAGTGGAAGGTCGACAACGCGCTGCAGTCOGRAAACAGE |
CAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGBATTCCACTTATTC |
CCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAG |
CACAAAGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTTCGT

| | CGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAATGE

A del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL

) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY

| STPYTFGQGTKLEIK

'ADN del dominio VL (SEQ ID NO: | GACATCCAGAT GACGCAGAGCCCGTCTACCCTGTCCGCCTCCG

119) TGAGAGATCGCGTGATCATCACCTGTCGGGCCAGCCAGTCCAT |

| CGGAAACCGCTTGGCGTGGTACCAGCACAAGECTGGGAAGGET |
CCGAAGCTGCTCATCTACGAAGCCTCGACTTCGGAGACTGGTG |
TCCCTAGCCGGTTCAGCGGATCGGGATCAGGGACCGATTTCAC

| TCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCCGAGGACTTCGCCACCTACT

............................................................................. e
ACCAAGCTCGAAATCAAG 5

T R RR T T o GG

103)

§1Lg)DR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSIGNRLA

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |EAS

1)

T

16)

"E%Bﬁé"[)RX{'(i'i\‘/i'éﬁ"'("s"ié'é"iﬁ"r(b‘:" e ———————

:E%ﬁ'F'%'é"(A'A")"'('RQBQE)"'('é'ébm{ﬁi"r'\]b}" e
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Secuencias de aminoacidos y ADNc de cadenas pesadas y ligeras y dominios variables de G1AA/G12v2 y
secuencia de aminoacidos de CDR

AA de la cadena pesada (sin| EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LALA) (SEQID NO: 120) | FWMGWISAYSGGTNYAQKI QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLFPTIEGVSYYYYWGQGTLYTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
| GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
'ADN de la cadena pesada (sin | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT
LALA) (SEQID NO: 121) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT
| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
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CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGT |
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGG |
TACCGCCGCCCTGGGCTECCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACET
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAACTGCTGGGTGGTCCTTC
GGTGTTCCTCTTCCCECCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA |
CGAGGACCCGGAAGTGARATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG |
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA |
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA |
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA |
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGS
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGBACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTE
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT
| TGTCCCTGTCGCCCGGA :
AA de la cadena pesada (con | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
LALA) (SEQID NO: 49) LEWMGWISAYSGGTNYAQKL QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWVD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
................................................................................ SR et et et e
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
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EADN de la cadena pesada (con| GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT
LALA) (SEQID NO: 122) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGT |
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGBGE |
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCBAG |
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGBAG |
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA |
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCE
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG |
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCBACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTC |
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT |
CACGGAGCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA |
CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG |
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA |
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA |
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAANG |
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTG
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGETCC |
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT |
| TGTCCCTGTCGCCCGGA

A del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

‘ DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS
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'ADN del dominio VH (SEQ ID NO: | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT

123) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC :

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFSTYG
94)

'HCDRH1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
1)

'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
18)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

EHCDRS (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {DLFPTIFGVSYYYY
3)

'AA de la cadena ligera (SEQ ID | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRIAWYQQKPGKAPNL |
NO:50) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| SWPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
| ADY EKHKVY ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :
'ADN de la cadena ligera (SEQ ID | GACATTCAGATGACCCAGTCCCCGAGCACGCTGTCCGCAAGCG |
NO:-124) TGGGGGACAGAGTGACCATCACTTGCCGCGCCTCACAATCCAT
| CAGCGGACGCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGAAAGGE
CCCAAACCTTCTGATCTACGAAGCCTCGAACCTGGAGTCAGGC
GTCCCTTCGCGGTTCTCTGGCTCCGGTTCCGGAACTGAGTTCA
CCCTCACCATCTCGTCCCTGCAACCGGAAGATTTCGCCACCTAC
TACTGCCAACAGTCGTACTCCTGGCCCCGGACATTCGGACAGG
GAACCAAAGTCGAGATTAAGCGGACTGTGGCGGCTCCTAGCGT
GTTCATCTTTCCCCCGTCCGACGAACAGCTGAAGTCCGGTACT
GCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGE |
TAAGGTCCAGTGGAAGGTCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAAAC |
AGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACTT
ATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACGAG
AAGCACAAAGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTT
| CGTCGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAATGE :
A del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
30) L IYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |

SWPRTFGQGTKVEIK
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'ADN del dominio VL (SEQ ID NO: | GACATTCAGAT GACCCAGTCCCCGAGCACGCTGTCCGCAAGCG
129) TGGGGGACAGAGTGACCATCACTTGCCGCGCCTCACAATCCAT

| CAGCGGACGCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGAAAGGC
CCCAAACCTTCTGATCTACGAAGCCTCGAACCTGGAGTCAGGC
GTCCCTTCGCGGTTCTCTGGCTCCGGTTCCGGAACTGAGTTCA |
CCCTCACCATCTCGTCCCTGCAACCGGAAGATTTCGGCACCTAC |
TACTGCCAACAGTCGTACTCCTGGCCCCGGACATTCGGACAGG |
GAACCAAAGTCGAGATTAAG

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: EAS
71)

'LCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: : QQSYSWPRT
21)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSWPRT
21)

Secuencias de aminoacidos y ADNc de cadenas pesadas y ligeras y dominios variables de G1AA/lambdav3 y
secuencia de aminoacidos de CDR

?AA de la cadena pesada (sini; EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LALA) (SEQID NO: 126) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS

CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWWD

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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'ADN de la cadena pesada (sin | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT
LALA) (SEQID NO: 127) GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGEATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCET |
CGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGGS |
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG |
CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGBAGCCCTGACCTCCOBAG |
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA |
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCE |
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG |
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA |
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAACTGCTGGGTGGTCCTTC |
GGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT |
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA |
............................................................................. e e e
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA |
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA |
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTG
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT

3 TGTCCCTGTCGCCCGGA

AA de la cadena pesada (con EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LALA) (SEQID NO:61) L EWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLFPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
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'ADN de Ia cadena pesada (con | GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT

LALA) (SEQID NO: 128) GGAGCGTCOGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT

| TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA |
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA |
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA |
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG |
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTET |
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG |
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAGGGCCCGT |
CGGTGTTCCCGCTGGOCOCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGE |
TACCGCCGCCCTGGGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAG |

CCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGAG
TGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCA
TTGTCCTCCGTGGTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCC
AGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTCGAACACCAAG
GTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACA
CTTGCCCGCCTTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTC
GCTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGATACCCTGATGATCT
CACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCA
CGAGGACCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCACGGGAAGAACAGTACA
ACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAA
GACTGGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACA
AGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGAAAACTATCTCGAAAGCCAA
GGGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCTCCCTCT
CGGGACGAGCTGACCAAGAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTGG
TCAAGGGATTCTACCCATCGGATATCGCCGTGGAATGGGAAAG
CAACGGACAGCCCGAGAACAACTACAAGACGACTCCGCCCGTG
CTGGATTCCGACGGGAGCTTCTTCTTGTACTCCAAGCTGACCGT
CGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCT
; TGTCCCTGTCGCCCGGA

?AA del dominio VH (SEQ ID NO:{ EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
%4” LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS
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EADN del dominio VH (SEQ ID NO:
1129)
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GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCT
GGAGCGTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCCTCAGGATACACCT
TCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA
AGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGA
ACCAACTACGCTCAAAAGCTGCAGGGTCGCGTGACCATGACCA
CCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATCTCTG
CGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGT
TCCCCACTATCTTCGGAGTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAG
GGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC :

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
94)

GYTFTSYG

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
111)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
18)

WISAYSGGTNYAQKLQG

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
69)

ARDLFPTIFGVSYYYY

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
3)

DLFPTIFGVSYYYY

'AA de la cadena ligera (SEQ ID

NO: 62)

?ADN de la cadena ligera (SEQ ID
'NO. 130)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVYGGYNYVSWYQQFPGKA
PKLMIFEVTNRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS
SFKRGSTLVVFGGGTKLTVLGQPAAAPSVTLFPPSSEELQANKATL
VCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYL
SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS :

CAGTCGGCCCTTACTCAACCCGCGTCAGTCTCCGGTAGCCCCG
GACAGTCCATCACGATTTCGTGCACCGGAACCAGCAGCGATGT
CGGGGGATACAACTACGTGTCCTGGTACCAGCAGTTCCCGGGA
AAGGCCCCTAAGCTGATGATCTTCGAAGTCACTAACAGACCTTC
CGGAGTGTCGGACCGGTTCTCCGGCTCCAAGTCCGACAACACT
GCGAGCCTGACCATCTCGGGCCTGCAAGCCGAGGACGAAGCT
GAGTACTACTGTAGCTCATTCAAGCGCGGTTCCACCCTCGTGGT
GTTCGGCGGTGGCACTAAGCTCACCGTGCTGGGACAGCCAGCC E
GCAGCTCCTAGCGTGACCTTGTTCCCCCCGTCGAGCGAAGAAC §
TGCAGGCCAACAAGGCCACCCTCGTCTGCCTGATCTCCGACTT
CTACCCTGGGGCCGTGACTGTGGCTTGGAAGGCCGATTCAAGC
CCAGTGAAAGCCGGAGTGGAAACCACCACTCCGTCCAAGCAGT
CGAACAATAAGTATGCCGCGTCCTCCTACCTGTCGCTGACCCC
GGAGCAGTGGAAGTCCCATCGGTCCTACTCCTGCCAAGTCACC
CACGAAGGGTCCACTGTGGAGAAAACAGTGGCTCCCACCGAGT
GCTCT

“AA del dominio VL (SEQ ID NO:
)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTEGTSSDVGGYNYVSWYQQFPGKA
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PKLMIFEVINRPSGVSDRFSGSKSDNTASL TISGLQAEDEAEYYCS
| SFKRGSTLVVFGGGTKLTVL

'ADN del dominio VL (SEQ ID NO: | CAGTCGGCCCTTACTCAACCCGCGTCAGTCTCCGGTAGCCCCG
131) GACAGTCCATCACGATTTCGTGCACCGGAACCAGCAGCGATGT

| CGGGGGATACAACTACGTGTCCTGGTACCAGCAGTTCCCGGGA
AAGGCCCCTAAGCTGATGATCTTCGAAGTCACTAACAGACCTTC
CGGAGTGTCGGACCGGTTCTCCGGCTCCAAGTCCGACAACACT
GCGAGCCTGACCATCTCGGGCCTGCAAGCCGAGGACGAAGCE |
GAGTACTACTGTAGCTCATTCAAGCGCGGTTCCACCCTCGTGGT |
GTTCGGCGGTGGCACTAAGCTCACCGTGCTGGGA :

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | SSDVGGYNY
132)

ELCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: ;TGTSSDVGGYNYVS
2

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | EVT
77)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: \EVTNRPS
13)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | SSFKRGSTLVV
14)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SSFKRGSTLVV
14)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A07

A de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
(SEQIDNO:133) LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIEGYSYYYYWGQG TLYTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQUSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |
| | GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
'AA del dominio VH (SEQ ID NO:  EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
134) LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

| DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: |SYGIS
1)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYGGST
135)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYGGSTNYAQKLQG
136)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: ARDLFPTIFGVSYYYY
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'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3

A de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWY QQKPGKAPNL |
3137) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPRVIFGQGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWWCLLN |
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
| KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
A del dominio VL (SEQ ID NO: DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
138 LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPRVTFGQGTKVEIK

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EAS
)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
120)

?LCDRS (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPRVT
22)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSTPRVT
22)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A08

(Este clon es el mismo que G1AA/EQ5v2 pero sin la mutacion LALA).

'AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
(SEQIDNO: 139) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLEPTIFGYSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
'AA del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
140) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

3 DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
0
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
111)

62



ES 3025557 T3

'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
18)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3)

EAA de la cadena ligera (SEQ ID NQ: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
3141) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPRVIFGQGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKYVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

'AA del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
142) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |
STPRVIFGQGTKVEIK :

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: \EAS
1)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
20)

ELCDRS (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPRVT
22)

'LCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {QQSYSTPRVT
22)

'AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVROAPGQG |
(SEQID NO: 143) LEWMGWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTGVVVD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
| QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRD |
............................................................................... R T
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
'AA del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
144 LEWNMGWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {GYTFTSYG
94)

P
3
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGNA
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'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
1146)
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WISAYSGNANYAQKLQG

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
69)

ARDLFPTIFGVSYYYY

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
3

DLFPTIFGVSYYYY

'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
147)

DIQMTQSFSTLSASVGORVTITCRAS QSISGRIAWYGQRPGKAPNL |
LIYEABNLESCVRSRFSGOGSETEFTLTISSLQREDFATYYCQASY :
STPRVTIFGQGTKVEKRTAAAAPSVFIFPPEDEQLESGTASWWCLLY
NFEYPREARKVOQWKVDNALOSGNSQESYTEQLSKDETYSLSSTLTLS
KARYERHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGED

'AA del dominio VL (SEQ ID NO:
148)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
STPRVTFGQGTKVEIK 5

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
1100)

QSISGR

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
19)

RASQSISGRLA

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
71)

LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
120)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
22)

QQSYSTPRVT

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
22)

QQSYSTPRVT

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A01

EAA de la cadena pesada (sin LALA)
(SEQ ID NO: 149)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYGGSTNYAQKLGGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTAQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

'AA del dominio VH (SEQ ID NO:
150)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS :

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
102)

GYPFTSYG

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
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'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYGGST
135)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYGGSTNYAQKLQG
136)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
169)

'HCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY

iAA de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL
%151) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPYTFGQGTKLEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

'AA del dominio VL (SEQ ID NO: DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
152) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSY |
STPYTFGQGTKLEIK ‘

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSIGNR
1103)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: { RASQSIGNRLA
15)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EAS
1)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASTSET
16)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPYT
17)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSTPYT
17)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A02

?AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
(SEQIDNO:153) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS |
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD |
3 GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
[AA del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
159 LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

"HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | GYPFTSYG
102)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | SYGIS
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'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:

111)
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ISAYSGGT

'HCDR2 (AA) Kabat) (SEQ ID NO:
18)

WISAYSGGTNYAQKLQG

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:

69)

ARDLFPTIFGVSYYYY

'HCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:

| AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
155)

'AA del dominio VL (SEQ ID NO:
1156)

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
103)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
15)

DLFPTIFGVSYYYY

DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL
LIVEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
STPYTFGQGTKLEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVWCLLNN |
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK |
ADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC |
 DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY

STPYTFGQGTKLEIK

RASQSIGNRLA

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
71)

EAS

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
16)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
17)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
17)

EASTSET

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A03

EAA de la cadena pesada (sin LALA)
(SEQ ID NO: 157)

'AA del dominio VH (SEQ ID NO:
158)

"HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
102)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGIVISAYSGNANYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY |
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
'EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG |
LEWMGWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS :

GYPFTSYG
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'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {SYGIS
1)
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGNA
145)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGNANYAQKLQG
146)

'HCDRS3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'AA de la cadena ligera (SEQ IDNO: | DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL

1%9) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPYTFGQGTKLEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVWCLLNN |
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK |
3 ADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
A del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVRDRV/ITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
10) LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| STPYTFGQGTKLEIK 5

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSIGNR
1103)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSIGNRLA
115)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EAS
)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: |[EASTSET
16)

'LCDRS3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQSYSTPYT
17)

'LCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {QQSYSTPYT
17)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929 _01_A10

EAA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

(SEQIDNO:161) LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWWTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSPG |

'AA del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
162)

LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRVIMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS
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"HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | GYTFTSYG
194)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {SYGIS
1)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYGGST
135)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYGGSTNYAQKLQG
136)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3

AAde la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASYGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
163) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |
| SWPRTFGQG TKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
| KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
A del dominio VL (SEQ ID NO: DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
164) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
| SWPRTFGQGTKVEIK 5

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |EASN
106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: QQSYSWPRT
21)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSWPRT
21)

Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A11

(Este clon es el mismo que G1AA/G12v2, pero sin la mutacion LALA).

A de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

(SEQID NO: 165) LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIEGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSCLYSLSSVWTVPSSSLOTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
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AA del dominio VH (SEQ ID NO: 29) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
: LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {SYGIS
1)

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
111)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
18)

'HCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
69)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3

|AA de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRIAWYQQKPGKAPNL |
166) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |

SWPRTFGQGTKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN |
NFYPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC ‘

'AA del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRAS@SISGRLAWYQQKPGKAPNL |
167) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY |
SWPRTFGQGTKVEIK

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EASN
106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
20)
'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QQSYSWPRT
21)

'LCDRS3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQSYSWPRT
21)
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Secuencia de aminoacidos de caden
?AA de la cadena pesada (sin LALA)
;(SEQ ID NO: 168)

'AA del dominio VH (SEQ ID NO:
169)

ES 3025557 T3

as pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A12

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LEWMGWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVYNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVYSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
194)

"HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
3

LEWMGWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
145)

ISAYSGNA

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
146)

WISAYSGNANYAQKLQG

'HCDRS3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
69)

| AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
1170)

'AA del dominio VL (SEQ ID NO:
171)

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
1100)

ARDLFPTIFGVSYYYY

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
LIYEASNI ESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY
SWPRTFGQG TKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY

SWPRTFGQGTKVEIK

QSISGR

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
19)

RASQSISGRLA

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO:
21)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO:

QQSYSWPRT

21)
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Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A04

EAA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
(SEQIDNO:172) LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
| GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG |
A del dominio VH (SEQ ID NO: | EVQLVQSGAEVKRPGASVKYSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
179 LEWMGWISAYGGSTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: SYGIS

'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYGGST
135)

"HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYGGSTNYAQKLQG
1136)

"HCDRS3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
169)

g)CDRS (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
EAA de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRYVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
174) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
TFPRVSFGGG TKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
| KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
'AA del dominio VL (SEQ ID NO:  DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
175) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
| TFPRVSFGGGTKVEIK 3

'LCDR1 (AA) (IMGT (SEQ ID NO: |QSISGR
100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: |RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {EASN
106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QQANTFPRVS
24)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQANTFPRVS
24)
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Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A05

| AA de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

(SEQIDNO: 176) L EWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
| DDTAVYYCARDLEPTIFGYSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LOSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAYEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
| GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |
A del dominio VH (SEQ ID NO: EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

R LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRYTMTTDTSTSTAYMELRSLRS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: GYTFTSYG
94)
'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {SYGIS
1
'HCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGGT
111)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGGTNYAQKLQG
118)

69)

'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
178 LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN |
TEPRVSFGGG TKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN |
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
| KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
'AA del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
79) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
| TFPRVSFGGGTKVEIK

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QSISGR
100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
19)

'LCDR2 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |EASN
106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: \EASNLES
20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: {QQANTFPRVS
24)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: {QQANTFPRVS
24)
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Secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras, dominios variables y CDR de G1/929_01_A06

A de la cadena pesada (sin LALA) | EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG |
(SEQID NO: 180) | EWMGWISAYSGNANYAQKL QGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
| DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQG TLVTVSSASTKGPSVFPL |
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD |
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH |
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD |
ELTKNQVSLTCLVKGF YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
| GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPC |
A del dominio VH (SEQ ID NO: EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
180 LEWMGYWISAYSGNANYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSS

'HCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |GYTFTSYG
94)

'HCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: SYGIS

EHCDRZ (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ISAYSGNA
1145)

'HCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | WISAYSGNANYAQKLQG
146)

"HCDRS3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | ARDLFPTIFGVSYYYY
169)

'HCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | DLFPTIFGVSYYYY
3)

A de la cadena ligera (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTL SASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
182) LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN |
| TFPRVSFGGG TKVEIKRTAAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN |
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS |
| KADYEKHKLYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

?AA del dominio VL (SEQ ID NO: | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
1183) f

LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQAN
TFPRVSFGGGTKVEIK :

'LCDR1 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: |QSISGR
1100)

'LCDR1 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | RASQSISGRLA
119)

'LCDR2 (AA) (IMGT (SEQ ID NO: EASN
1106)

'LCDR2 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | EASNLES
1 20)

'LCDR3 (AA) (IMGT) (SEQ ID NO: | QQANTFPRVS
:24)

'LCDR3 (AA) (Kabat) (SEQ ID NO: | QQANTFPRVS
24)
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mAb ensayados en formato mAb?

Notas:

ES 3025557 T3

5 i. En la secuencia de la cadena pesada, el dominio variable en cursiva y, cuando sea aplicable, la
localizacion de la mutacién LALA en negrita y subrayada.

ii. En la secuencia de la cadena ligera, el dominio variable se muestra en cursiva.

10 Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada y ligera del mAb2 FS22-172-003AA/E05v2

?AA de la cadena pesada (con
{LALA) (SEQ ID NO: 89)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAY |

| LQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS

AA de la cadena ligera (SEQ ID
INO: 90)

CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL E

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL |
LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
TPRVTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada y ligera del mAb2 FS22-172-003AA/E12v2

EAA de la cadena pesada (con
LALA) (SEQ ID NO: 85)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY :
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTYGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL :
SPG

'AA de la cadena ligera (SEQ ID
NO: 86)

DIGMTQSPSTLSASVRDRVIITCRASQSIGNRLAWYQHKPGKAPKL |
LIYEASTSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
TPYTFGQGTKLEIKRTVAARPSVFIFPFSDEQLKSGTASVYVCLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC E

15
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Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada y ligera del mAb2 FS22-172-003AA/G12v2

EAA de la cadena pesada (con
LALA) (SEQ ID NO: 87)

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG

LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTIMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS !
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPG

'AA de la cadena ligera (SEQ ID
'NO: 88)

DIGMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQQKPGKAPNL
LIYEASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
WPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC :

EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTSYGISWVRQAPGQG
LEWMGWISAYSGGTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRS |
DDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAY
LQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQYYTLPPSRD
ELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQFPGKA
PKLMIFEVTNRPSGVYSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYCS
SFKRGSTLVVFGGGTKLTVLGQPAAAPSVTLFPPSSEELQANKATL
VCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYL
SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAFTECS :

5
?AA de la cadena pesada (con
'LALA) (SEQ ID NO: 91)
g SPG
'AA de la cadena ligera (SEQ ID NO:
92)
Secuencias de aminodcidos de antigenos recombinantes
PD-L1-rCd4-His
10
Péptido sefial (subrayado)
Dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular)
15 CD4 de rata C-terminal (dominios 3 y 4} (cursiva)
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Unién entre antigeno y fusion C-terminal que codifica un sitio de restriccion Notl (negrita y subrayado)

Etiqueta de hexahistidina C-terminal (cursiva y subrayada)

EHumano (SEQ ID NO: 79) MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQ

| LDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLS
LGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQ
RILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSK
REEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAH
PPNERTAAATSITAYKSEGESAEFSFPLNLGEESLQGELRWKAEKA
PSSQSWITFSLKNQKVSVQKSTSNPKFQLSETLPLTLQIPQVSLQFA
GSGNLTLTLDRGILYQEVNLVVMKVTQPDSNTLTCEVMGFPTSPKM
RLIEKQENGQEARVSRQEKVIQVQAPEAGVWQCLLSEGEEVKMDSKI

3 QVLSKGLNGSHHHHHH

éRatén (SEQ ID NO: 81) MRIFAGIIFTACCHLLRAFTITAPKDLYVWEYGSNVTMECRFPVEREL

| DLLALVWYWEKEDEQVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLL
KGNAALQITDVKLQDAGVYCCISYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRI
SVDPATSEHELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVYSGKRSVTTSRTE
GMLLNVTSSLRVNATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATH
PPQNRTAAATSITAYKSEGESAEFSFPLNLGEESLQGELRWKAEK
APSSQSWITFSLKNQKVSVQKSTSNPKFQLSETLPLTLQIPQVSLQF
AGSGNLTLTLDRGILYQEVNLVVMKVTQPDSNTLTCEVMGPTSPK
MRLILKQENQEARVSRQEKVIQVQAPEAGVWQCLLSEGEEVKMDS
KIQVLSKGLNGSHHHHHH

ECyno (SEQ ID NO: 184) MRIFAVFIFTIYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVYEKQL
: DLTSLIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSNYRQRAQLLKDQLSL

GNAALRITDVKLQDAGVYYRCMISYGGADYKRITVKYNAPYNKINQRI
LVWDPVTSEHELTCQAEGYFPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKRE
EKLLNVTSTLRINTTANEIFYCIFRRLDPEENHTAELVIPELPLALPPN
ERTAAATSITAYKSEGESAEFSFPLNLGEESLQGELRWKAEKAPSS
QSWITFSLKNQKVSVQKSTSNPKFQLSETLPLTLQIPQVSLQFAGS
GNLTLTLDRGILYQEVNLVVMKVTQPDSNTLTCEVMGPTSPKMRLI
LKQENQEARVSRQEKVIQVQAPEAGVWQCLLSEGEEVKMDSKIQV
LSKGLNGSHHHHHH

PD-L1-Fc-His

Péptido sefial (subrayado)

Dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular)

Fc de IgG1 humana (cursiva)

Unién entre antigeno y fusion C-terminal que codifica un sitio de restriccion Notl (negrita y subrayado)

Etiqueta de hexahistidina C-terminal (cursiva y subrayada)

76



ES 3025557 T3

?Humano (SEQ ID NO: 80) MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQ
| LDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDAQLS
LGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQ
RILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWT SSDHQVLSGKTTTTNSK
REEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAH
PPNERTAAADKTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALANHYT
QKSLSLSPGKGSHHHHHH
Raton(SEQ|DN082)MR|FAG||FTACCH|_LRAFT|TAPKDLYWEYGSNVTMECRFPVEREL ...................
DLLALVVYWEKEDEQVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLL
KGNAALQITDVKLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRI
SVDPATSEHELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTE
‘ GMLLNVTSSLRVNATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIPELPATH
PPQNRTMDKTHTCPPCPAPEL[_GGPSVFLFPPKPKDTLM/SRTP .................
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHANHYT

QKSLSLSPGKGSHHHHHH

Dominio extracelular (cursiva)

Dominios transmembrana e intracelulares (negrita)

'Humano (SEQ ID NO: 83) | FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIYYWEMEDKNII

| | QFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAG
| VYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPYTSEHELTCQA
| EGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTA
EIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLG

| | VALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET

'Rat6n (SEQIDNO: 84) FTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDEQV

| | IQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDVKLQDAG
| VYCCHSYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRISVDPATSEHELICQAEG
| YPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSSLRVNATAN
| DVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTHWVLLGSILLF
. LIVVSTVLLFLRKQVRMLDVEKCGVEDTSSKNRNDTQFEET
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma capaz de unirse especificamente
a PD-L1, que comprende un sitio de unidon a antigeno que comprende el dominio VH y el dominio VL del
anticuerpo G1AA/E12v2 de las SEQ ID NO: 27 y 28, respectivamente.
2. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun la reivindicacion 1, en donde
la molécula de anticuerpo comprende la cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo G1AA/E12v2 de
las SEQ ID NO: 47 y 48, respectivamente.

3. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun la reivindicacién 1 o 2, en
donde:

(i} la molécula de anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la misma es una molécula multiespecifica,
preferiblemente biespecifica, que comprende al menos un segundo sitio de unién a antigeno;

(i) la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma comprende un segundo sitio de
union a antigeno localizado en un dominio constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de union a
antigeno de la misma; y/o

(iii) el segundo sitio de unién a antigeno comprende:

(a) una primera secuencia en el bucle estructural AB y/0 una segunda secuencia en el bucle estructural
EF de un dominio pesado constante,

(b) una primera secuencia en el bucle estructural AB y una segunda secuencia en el bucle estructural
EF de un dominio pesado constante,

(c) una primera secuencia en el bucle estructural AB y/o una segunda secuencia en el bucle estructural
EF y/o una tercera secuencia en el bucle estructural CD de un dominio pesado constante, o

(d) una primera secuencia en el bucle estructural AB, una segunda secuencia en el bucle estructural EF
y una tercera secuencia en el bucle estructural CD de un dominio pesado constante;

opcionalmente, en donde el dominio constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
de la misma definido en (i}, o el dominio pesado constante de la molécula de anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno de la misma definido en (iii), es un dominio CH3.
4. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde la molécula de anticuerpo es una inmunoglobulina G (IgG), o fragmento
de unién a antigeno de la misma, opcionalmente en donde:

(i} la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma, o una IgG4 o fragmento de la misma;
y/o

(i) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma con una region Fc modificada;
opcionalmente ademas en donde:

(a) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de la misma con una regién Fc modificada con
funcion efectora inmune reducida;

(b) el Fc modificado tiene ADCC y/o CDC reducida con respecto a IgG1;
(c) la region Fc modificada comprende una modificacion LALA, LALA-PA o LALA-PG; y/o

(d) la molécula de anticuerpo es una IgG1 o fragmento de unién a antigeno de la misma que comprende
una modificacién LALA en la region Fc.

5. La molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun la reivindicacién 3 o 4, en
donde:

(a) el segundo sitio de unién a antigeno se une a una molécula inhibidora de punto de control, molécula
coestimuladora o antigeno asociado a tumor; y/o

()
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(i} el segundo sitio de unién a antigeno no se une a OX40, al coestimulador inducible de células T (ICOS)
0 aCD137;

(i) el segundo sitio de union a antigeno no se une a CD27 o proteina relacionada con TNFR inducida
por glucocorticoides (GITR); o

(i) el segundo sitio de unién al antigeno no se une al gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-3).

6. La molécula de anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno de la misma segun una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde la cadena pesada comprende un resto de lisina adicional (K) en el
extremo C de la secuencia del dominio CH3 de la cadena pesada.

7. Un conjugado o fusién que comprende la molécula de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
misma segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un modulador del sistema inmunitario
(agonista 0 antagonista), una molécula citotéxica o un radiois6topo.

8. Una molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico que codifican la molécula de
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la misma segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o
el conjugado o fusién segun la reivindicacion 7 que comprende la molécula de anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno de la misma segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un modulador del sistema
inmunitario 0 una molécula citotéxica.

9. Una molécula de &cido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico segun la reivindicacion 8, en
donde la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico comprende una secuencia de
ADNc que codifica una o mas de los VH y VL; el Fab; la cadena pesada; y la cadena ligera del anticuerpo
G1AA/E12v2.

10. La molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico segun la reivindicacién 9, en
donde la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico comprende una primera
secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde la primera secuencia de
acido nucleico comprende una secuencia de ADNc de VH que codifica el VH del anticuerpo G1AA/E12v2 de la
SEQ ID NO: 27 y la segunda secuencia de acido nucleico comprende una secuencia de ADNc de VL que
codifica el VL del anticuerpo G1AA/E12v2 de la SEQ ID NO: 28.

11. Un vector o conjunto de vectores que comprende la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas
de &cido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10.

12. Una célula huésped recombinante que comprende la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas
de acido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, o el vector o conjunto de vectores seguin
la reivindicacion 11.

13. Un método para producir la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado
o fusién segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende cultivar la célula huésped recombinante de
la reivindicacion 12 en condiciones adecuadas para la produccion de la molécula de anticuerpo, fragmento de
unién a antigeno, conjugado o fusion;

opcionalmente, que comprende ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a
antigeno, conjugado o fusion.

14. Una composicién, por ejemplo, composicion farmacéutica, que comprende la molécula de anticuerpo,
fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado o fusién segln una cualquiera de las reivindicaciones
1 a7 y un excipiente, por ejemplo, un excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. La molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado o fusién segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o la composicién segun la reivindicacion 14, para su uso en un método
para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia; opcionalmente, en donde el método comprende
administrar la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma, conjugado, fusién o
composicién al cuerpo humano o animal en combinacién con un segundo agente terapéutico, opcionalmente, en
donde el segundo agente terapéutico es una radioterapia, preferiblemente radioterapia dirigida.

16. Un método in vitro de deteccién o diagnéstico de una enfermedad o trastorno en un individuo,
comprendiendo el método el uso de la molécula de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de la misma,
conjugado o fusién seguiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o la composicién segun la reivindicacion
14, en donde el método se practica en una muestra obtenida del individuo.
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