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DESCRIPCION
Moléculas de anticuerpo que se unen a PD-L1 y CD137
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a moléculas de anticuerpo que se unen tanto a PD-L1 como a CD137 y son capaces
de inducir agonismo de CD137. Las moléculas de anticuerpo comprenden un sitio de unién basado en CDR para PD-
L1, y un sitio de unién a antigeno CD137 que esta localizado en un dominio constante de la molécula de anticuerpo.
Las moléculas de anticuerpo de la invencion encuentran aplicacion, por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades,
tales como cancer.

Antecedentes de la invencion

La muerte celular programada 1 (PD-1) y sus ligandos PD-L1 (CD274, B7-H1) y PD-L2 (B7-DC) suministran sefiales
inhibidoras que regulan el equilibrio entre activacion, tolerancia e inmunopatologia de las células T. PD-L1 se expresa
transitoriamente en todas las células inmunitarias y algunas células tumorales. PD-L1 es un miembro de la familia de
proteinas B7 y comparte aproximadamente el 20 % de identidad de secuencia de aminoacidos con B7.1 y 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 se une a su receptor PD-1 con una afinidad (Kp) de 770 nM. PD-1 se expresa en células T activadas, células B
y células mieloides, y modula la activacién o inhibicion de respuestas inmunitarias celulares. La unién de PD-L1 a PD-
1 suministra una sefial inhibidora, reduciendo la produccién de citocinas y la proliferacion de las células T. En
consecuencia, la expresion de PD-L1 por las células puede mediar la proteccion contra la muerte de linfocitos T
citotoxicos (CTL) y es un mecanismo regulador que amortigua las respuestas inmunitarias crénicas durante las
infecciones virales. El cancer, como una enfermedad crénica y proinflamatoria, subvierte esta ruta protectora
inmunitaria a través de la regulacion al alza de la expresién de PD-L1 para evadir la respuesta inmunitaria del huésped.
En el contexto de una respuesta inmune activa, el interferén gamma (IFN-y) también regula al alza la expresion de
PD-L1.

PD-L1 también media la supresion inmunitaria a través de la interaccién con otra proteina, B7.1 (también conocida
como CDB80), bloqueando su capacidad para suministrar una de las sefiales secundarias de activacién en las células
T através de CD28. En términos de expresion de PD-L1 en células tumorales y su acoplamiento con B7.1, la relevancia
de esta interaccién 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 la cabeza y cuello (17/54; 31 %), cuello
uterino (10/34; 29 %}, cancer de origen primario desconocido (CUP; 8/29; 28 %), glioblastoma multiforme (GBM; 5/20;
25 %), vejiga (8/37; 21 %), es6fago (16/80; 20 %), mama triple negativo (TN) (6/33; 18 %) y hepatocarcinoma (6/41;
15 %) (Grosso et al, 2013). Se ha mostrado que la expresién asociada a tumor de PD-L1 confiere resistencia
inmunitaria y protege potencialmente a las células tumorales de la apoptosis mediada por las células T.

Los ensayos clinicos han mostrado €l beneficio clinico de tomar como diana a PD-L1 en pacientes que ha dado lugar
a la aprobaciéon de tres anticuerpos monoclonales dirigidos anti-PD-L1 hasta la fecha. Atezolizumab (MPDL3280A
RG7466, Tecentrig™), un anticuerpo IgG1 humanizado que se une a PD-L1 esta aprobado para el tratamiento de
primera linea de carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y el tratamiento de primera y segunda linea
de cancer de vejiga después de que los ensayos clinicos mostraran tasas de respuesta objetiva (ORR) del 38 % y
43 %, respectivamente, en pacientes con tumores positivos para PD-L1 (lwai et al., 2017). Avelumab (MSB0010718C
Bavencio™) es un anticuerpo IgG1 completamente humano que se une a PD-L1 y esta aprobado para el tratamiento
de carcinoma de células de Merkel y tratamiento de segunda linea de cancer de vejiga, mientras que el anticuerpo
IgG1 completamente humano durvalumab (MEDI4736, Imfinz™) esta aprobado para el tratamiento de segunda linea
del cancer de vejiga. Ensayos adicionales con estos anticuerpos y otros agentes terapéuticos anti-PD-L1 estan en
curso centrandose en expandir la gama de canceres sélidos que pueden ser tratados, incluyendo cancer colorrectal,
cancer gastrico, cancer de mama, carcinoma de cabeza y cuello, pancreatico, ovarico y de células renales.

CD137 (4-1BB; TNFRSF9) es una molécula coestimuladora de la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNFRSF). Se sabe ampliamente que CD137 esta regulado al alza en las células T CD8* después de la
activacion, y también pueden expresarse en células T auxiliares CD4* activadas, células B, células T reguladoras,
células asesinas naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT) y células dendriticas (DC) (Bartkowiak y Curran,
2015). El papel funcional primario de CD137 en la potenciacién de la citotoxicidad de las células T se describié por
primera vez en 1997 (Shuford et al., 1997) y poco después se propusieron mAb anti-CD137 como agentes terapéuticos
anticancerosos.

CD137 es una proteina transmembrana con cuatro dominios extracelulares ricos en cisteina, denominados CRD1-4,
y una regioén citoplasmatica responsable de la sefializacién de CD137. El ligando para CD137 es CD137L. Aunque no
existe estructura cristalina para el complejo CD137/CD137L, se predice que CD137 forma un complejo trimero/trimero
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con CD137L (Won et al., 2010). El acoplamiento de CD137L da como resultado la formacion de trimeros de receptor
y el agrupamiento posterior de multiples trimeros de receptor, y conduce a la activacion de la cascada de sefializacion
de CD137. Esta cascada de sefializaciéon proporciona una sefial de supervivencia a las células T contra la muerte
celular inducida por activacion (Hurtado et al., 1997), desempefiando asi un papel critico en el mantenimiento de
respuestas inmunitarias efectivas de las células T y generando memoria inmunolégica (Bartkowiak y Curran, 2015).

CD137 se expresa por células T activadas y se ha usado como marcador para identificar células T CD4+ y CD8*
especificas de antigeno (Wolff et al., 2007; Ye et al., 2014). Tipicamente, la expresiéon de CD137 es mayor en células
T CD8* T que en células T CD4+ (Wen et al., 2002). En el caso de las células T CD8*, la proliferacién, supervivencia
y funcion efectora citotdxica a través de la produccion de interferon gamma e interleucina 2 se han atribuido a la
reticulacion de CD137. La reticulacion de CD137 también contribuye a la diferenciacién y mantenimiento de las células
T CD8* de memoria (Chacon et al., 2013). 2013). En algunos subconjuntos de células T CD4+, la reticulacién de CD137
conduce de manera similar a la proliferacién y activacién y da como resultado la liberacién de citocinas tales como
interleucina 2 (Makkouk et al., 2016). También se ha demostrado que CD137 se expresa en subconjuntos reactivos
con tumores de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL). Se ha mostrado que la monoterapia con CD137 es eficaz en
varios modelos tumorales inmunogénicos preclinicos tales como MC38, CT26 y linfomas de células B.

El desarrollo clinico de los mAb contra CD137 ha sido lento debido a la inflamacién hepatica de alto grado limitante de
la dosis asociada con el tratamiento con anticuerpos agonistas de CD137. Urelumab (BMS-663513), un anticuerpo de
isotipo IgG4 humano que no bloquea al ligando (Chester et al, 2018), fue el primer anticuerpo anti-CD137 en entrar en
los ensayos clinicos, pero estos se detuvieron después de que se observara una toxicidad hepatica dependiente de la
dosis significativa, en la diana (Chester et al., 2018; Segal et al., 2017; y Segal et al., 2018). Mas recientemente, se
recomenzaron ensayos clinicos de urelumab en el tratamiento de canceres soélidos en donde el tratamiento con
urelumab se combiné con radioterapia (NCT03431948) o con otros anticuerpos terapéuticos, tales como rituximab
(NCT01775631), cetuximab (NCT02110082), anticuerpo anti-PD-1 nivolumab (NCT02253992, NCT02534506,
NCT02845323) y una combinacién de nivolumab y el anticuerpo anti-LAG-3 BMS986016 (NCT02658981). Sin
embargo, para reducir la toxicidad hepatica asociada con el tratamiento con urelumab, |la dosificacién de urelumab en
estos ensayos tuvo que limitarse y los resultados de eficacia fueron decepcionantes (Chester et al., 2018).

No se ha observado toxicidad limitante de la dosis con el anticuerpo anti-CD137 de Pfizer utomilumab (PF-050826566),
un anticuerpo de isotipo IgG2 humano, en el intervalo de dosis de 0,03 mg/kg hasta 10 mg/kg en ensayos clinicos de
Fase | de cancer avanzado (Chester et al., 2016; Segal et al., 2018). Sin embargo, la tasa de respuesta objetiva global
con este anticuerpo fue solo del 3,8 % en pacientes con tumores sélidos, lo que indica potencialmente que utomilumab
tiene una potencia y eficacia clinica mas débiles que urelumab, mientras que tiene un perfil de seguridad mas favorable
(Chester et al, 2018; Segal et al, 2018). Se ha ensayado utomilumab en combinacién con radioterapia
(NCT03217747) o quimioterapia, asi como en combinacién con otras terapias de anticuerpos, incluyendo el anticuerpo
anti-PD-L1 avelumab (NCT02554812) y el anticuerpo anti-PD-1 pembrolizumab (NCT02179918), para evaluar la
seguridad, tolerabilidad, toxicidades limitantes de dosis (DLT), dosis maxima tolerada (MTD) y eficacia de las diferentes
combinaciones de tratamiento. Estos ensayos se estan llevando a cabo con resultados tempranos que no muestran
DLT para dosis de hasta 5 mg/kg y una tasa de respuesta del paciente del 26 % para la combinacién de utomilumab
y pembrolizumab. (Tolcher et al., 2016) (Pérez-Ruiz et al., 2017).

Se estan llevando a cabo ensayos clinicos para ensayar el anticuerpo anti-CD137, utomilumab, en combinacion con
el anticuerpo anti-PD-L1, avelumab (NCT02554812 NCT3390296). También se estan ensayando combinaciones
triples de utomilumab con avelumab y otras terapias (NCT02554812 NCT03217747 NCT03440567 NCT03414658).

Varias moléculas biespecificas dirigidas a CD137 también estan en desarrollo en fase temprana, por ejemplo, aquellas
dirigidas a CD137, asi como a FAP-alfa (Link et al., 2018; Reichen et al., 2018), HER2 (Hinner et al., 2015 y WO
2016/177802 A1), o EphA2 (Liu et al., 2017). También se estan desarrollando proteinas de fusiéon con CD137L que se
dirigen a tumores, por ejemplo, a través de FAP-alfa (Claus et al., 2017). El biespecifico de CD137 mas avanzado
clinicamente es PRS-343, una molécula biespecifica CD137/HER2 que ha entrado recientemente en ensayos clinicos
de Fase | para el tratamiento de un rango de tumores solidos para evaluar su seguridad, tolerabilidad y eficacia
(NCT03330561).

Existen otros enfoques para combinar la actividad anti-CD137 y la actividad anti-PD-L1 en terapias biespecificas. Un
enfoque utilizé la tecnologia de biclonics para producir una IgG humana heterodimérica de longitud completa con unién
monovalente tanto a CD137 como a PD-L1 (W02018056821) dando como resultado una molécula que puede unirse
tanto a CD137 como a PD-L1 e inducir agonismo de CD137 en presencia de altos niveles de PD-L1. Se ha descrito
un segundo enfoque usando fusiones sdAb-Fc para tomar como diana tanto CD137 como PD-L1 (W0O2017123650).
Ambos enfoques son capaces de unirse a CD137 en ausencia de unién a PD-L1 e inducir bajos niveles de agonismo
de CD137 en ausencia de PD-L1, este agonismo aumenta en presencia de altos niveles de PD-L1. Se ha descrito un
anticuerpo biespecifico heterodimérico adicional con wunién monovalente tanto a CD137 como a PD-L1
(W02019/025545 A1), que contiene una regién de unién anti-CD137 humanizada y una regién anti-PD-L1 humana
que induce agonismo de CD137 en presencia de niveles de PD-L1.
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Los datos actuales muestran que el tratamiento global con monoterapia anti-PD-L1 da como resultado una respuesta
en menos del 50 % de los pacientes con cancer. 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. El bloqueo de PD-
1/PD-L1 tiene una fuerte validacion clinica, sin embargo, menos del 50 % de los pacientes responden en un entorno
de monoterapia. Se espera que las combinaciones de PD-L1 e inmunomoduladores adicionales demuestren una
eficacia mejorada. Sin embargo, tales combinaciones pueden estar ligadas a un aumento en los eventos adversos
relacionados con el tratamiento y, como resultado, la eficacia puede estar restringida por la ventana terapéutica
limitada. Las moléculas agonistas dirigidas a CD137 todavia tienen que demostrar respuestas significativas en
pacientes con cancer, esto puede deberse en parte a niveles de dosis relativamente bajos debido a un indice
terapéutico limitado. Por tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de desarrollar tratamientos que combinen
el bloqueo de PD-L1 € inciten agonismo de CD137 en terapias seguras y eficaces.

Declaraciones de la invencion

Como se explico en la seccién de antecedentes anterior, el desarrollo clinico de las moléculas agonistas de CD137 se
ha reprimido debido a que el tratamiento esté asociado con inflamacién hepatica de alto grado limitante de la dosis
(urelumab) o baja eficacia clinica (utomilumab).

Los presentes inventores reconocieron que hay una necesidad en la técnica de moléculas agonistas de CD137 que
exhiban alta actividad y donde el agonismo pueda localizarse en el microentorno del tumor. Tales moléculas podrian
administrarse a individuos a dosis que optimicen la potencia y, por tanto, la eficacia de la molécula, y podrian
emplearse en el tratamiento del cancer como agentes inmunoterapéuticos, por ejemplo.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencién comprenden un sitio de unién a antigeno CD137 que esta
localizado en un dominio constante de la molécula de anticuerpo. Los presentes inventores realizaron un amplio
programa de seleccién y maduracion de afinidad para aislar un panel de moléculas que contienen el sitio de unién al
antigeno CD137 (también denominadas "Fcab" en la presente memoria) que se unen a CD137 dimérico con una
afinidad mayor que a CD137 monomérico.

"Afinidad", como se refiere en la presente memoria, puede referirse a la fuerza de la interaccién de unién entre una
molécula de anticuerpo y su antigeno cognado medida por Kp. Como seria facilmente evidente para el experto en la
técnica, cuando la molécula de anticuerpo es capaz de formar miltiples interacciones de unién con un antigeno (por
ejemplo, cuando la molécula de anticuerpo es capaz de unirse al antigeno bivalentemente y, opcionalmente, el
antigeno es dimérico) la afinidad, medida por Ko también puede verse influenciada por la avidez, por lo que la avidez
se refiere a la fuerza total de un complejo anticuerpo-antigeno.

La expresion de CD137 por las células T se regula al alza por la activacién. Sin desear estar ligado por la teoria, se
cree que debido a la alta expresion de CD137 en las células T activadas, CD137 estara en forma de dimeros, trimeros
y multimeros de orden superior en la superficie de tales células. Por el contrario, las células inmunitarias sin estimular,
tales como las células T sin estimular, expresan niveles bajos o despreciables de CD137 en su superficie celular y,
por lo tanto, es probable que cualquier CD137 presente esté en forma monomérica. Por lo tanto, se espera que las
moléculas de anticuerpo que comprenden un sitio de unién al antigeno CD137 que se unen a CD137 dimérico o
multimérico con alta avidez, se uniran preferiblemente a células inmunitarias activadas, tales como células T activadas,
en contraposicién a células inmunitarias sin estimular, por ejemplo.

Se cree que estas caracteristicas del sitio de union al antigeno CD137 distinguen las moléculas de anticuerpo de la
presente invencién de anticuerpos conocidos que se unen a CD137, por ejemplo, el anticuerpo descrito en
wW02018056821. W02018056821 describe un anticuerpo que contiene un dominio de unién a CD137 monovalente
que se une a CD137 con una alta afinidad (rango nM bajo, véase la Tabla 6 de W02018056821). Puesto que estos
anticuerpos no distinguen entre CD137 monomérico y dimérico o multimérico, no se espera que estos anticuerpos de
la técnica anterior presenten la misma unién preferencial a células inmunitarias activadas.

Como se describe en la seccion de antecedentes anterior, se cree que la ligacion inicial del ligando de CD137 a CD137
inicia una cadena de eventos que conduce a la trimerizacién del receptor, seguido de agrupamiento del receptor,
activacion y posterior iniciacién de una actividad potente de las células T antitumorales. Para que un agente terapéutico
logre eficazmente la activacion de CD137, se espera, por lo tanto, que varios monémeros de receptor necesiten estar
unidos por puente entre si de una manera que imite el enlace por el ligando trimérico.

Utomilumab es una molécula IgG2 y depende de la reticulacién por los receptores Fcy para su actividad agonista.
Urelumab es una molécula IgG4 con actividad constitutiva y, por lo tanto, no requiere reticulacién por receptores Fecy
para la actividad, aunque su actividad agonista se potencia tras la reticulaciéon por algunos receptores Fcy. Los
receptores Fcy se encuentran en todo el cuerpo humano. La actividad de activacién de las células inmunitarias de
utomilumab y urelumab no se limita, por o tanto, a sitios particulares en el cuerpo y, por lo tanto, puede ocurrir en
localizaciones distintas del microentorno tumoral, tal como el higado.

Los presentes inventores han mostrado que el sitio de unién al antigeno CD137 presente en las moléculas de
anticuerpo de la invencién requiere la reticulaciéon con el fin de agrupar y activar CD137. Sin embargo, debe observarse
que ésta no es una caracteristica intrinseca de los ligantes de CD137.
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Mas bien, muchos de los ligantes de CD137 aislados durante el programa de cribado se unieron a CD137, pero no
requerian reticulacion para la agrupacion y activacién de CD137 o indujeron agrupacion y activacién de CD137 limitada
en ausencia de reticulacion.

Como se mencion6 anteriormente, la reticulacidon mediada por el receptor Fcy tiene la desventaja de que los receptores
Fcy se encuentran en todo el cuerpo humano y, por lo tanto, la activacién de CD137 no se limita a un sitio particular.
Por lo tanto, los presentes inventores introdujeron mutaciones en el dominio CH2 de los Fcab para reducir o anular la
unién al receptor Fey. Por tanto, en ausencia de reticulacién a través de un agente distinto de los receptores Fcy, las
moléculas de anticuerpo de la invenciéon no muestran actividad agonista de CD137. Ademas, se espera que estas
mutaciones den como resultado que las moléculas de anticuerpo de la presente invencion sean incapaces de inducir
citotoxicidad celular de anticuerpos, de modo que las moléculas de anticuerpo no incitaran la destruccion de las células
inmunitarias que activan.

Los presentes inventores han demostrado que las moléculas de anticuerpo que contienen el sitio de unién a antigeno
CD137 descrito anteriormente y un sitio de unién basado en CDR para PD-L1 son altamente eficaces en la activacion
de células inmunitarias en localizaciones en donde CD137 y PD-L1 se coexpresan, por ejemplo, en un microentorno
tumoral. La coexpresion en este sentido abarca situaciones en donde CD137 y PD-L1 se expresan en las mismas
células, por ejemplo, una célula T, y situaciones en donde CD137 y PD-L1 se expresan en diferentes células, por
ejemplo, una célula T y una célula tumoral, respectivamente.

Las moléculas de anticuerpo son capaces de unirse simultaneamente a CD137 y PD-L1. Por tanto, en localizaciones
en donde PD-L1 y CD137 se coexpresan, se cree que la union de las moléculas de anticuerpo a PD-L1 provoca la
reticulacion de las moléculas de anticuerpo, lo que a su vez conduce a la agrupacioén y activacién de CD137 unido en
la superficie de las células T.

Como demuestran los presentes inventores, al reducir o anular la unién al receptor Fey, la actividad agonista de las
moléculas de anticuerpo depende de que estén presentes tanto PD-L1 como CD137. En otras palabras, la actividad
agonista es condicional y, por lo tanto, se espera que las moléculas de anticuerpo sean capaces de activar Unicamente
células inmunitarias en localizaciones donde esta presente PD-L1, tal como en el microentorno tumoral. Se espera
que esta activacion dirigida de células inmunitarias sea beneficiosa para evitar la inflamacion hepatica observada con
el tratamiento con urelumab, por ejemplo.

De hecho, los presentes inventores demuestran que las moléculas de anticuerpo que tienen las caracteristicas
descritas anteriormente no muestran hepatotoxicidad grave cuando se administran en un modelo de ratén a dosis
terapéuticas. Solo se observé una patologia hepatica minima en ratones a los que se habia administrado estas
moléculas de anticuerpo, que no se considerd que representase la hepatotoxicidad grave que se habia notificado
previamente para otros anticuerpos agonistas anti-CD137. Estudios preliminares en monos cynomolgus también
mostraron que las moléculas de anticuerpo son seguras y bien toleradas hasta 30 mg/kg. Sin desear quedar ligados
a teoria alguna, se espera que los resultados de estos modelos animales se traduzcan en la clinica para predecir €l
riesgo de hepatotoxicidad en pacientes humanos vy, por lo tanto, que las moléculas de anticuerpo de la invencién
tendrian un bajo riesgo de inducir hepatotoxicidad en pacientes humanos tratados a dosis terapéuticas.

Los presentes inventores también proporcionan evidencia in vitro de que el nivel de actividad agonista de CD137
inducida por la molécula de anticuerpo se correlaciona con la cantidad de expresiéon de PD-L1 en la superficie celular.
Los inventores demuestran que la molécula de anticuerpo es capaz de agonizar CD137 incluso cuando hay un nivel
bajo de expresién de PD-L1 y que a medida que aumenta el nivel de PD-L1 en el sistema, también lo hace la actividad
agonista de CD137. Este resultado apoya ademas la evidencia de que la actividad agonista de CD137 depende de la
expresion de PD-L1 y sugiere que las moléculas de anticuerpo de la invencién tendran un amplio rango de actividad
en tumores que expresan niveles variables de PD-L1 en la superficie de las células tumorales.

Los sitios de unién basados en CDR para PD-L1 descritos anteriormente son capaces de bloguear eficazmente la
unién de PD-L1 a su receptor PD-1. PD-1 se expresa en células T activadas, células B y células mieloides, y modula
la activacion o inhibicién de respuestas inmunitarias celulares. La unién de PD-L1 a PD-1 proporciona una sefial
inhibidora, reduciendo la produccién de citocinas y la proliferacién de células T, amortiguando de este modo la
respuesta inmunitaria. En el cancer, la interaccién de PD-L1 en una célula tumoral con PD-1 en una célula T reduce
la actividad de las células T para evitar que el sistema inmunitario ataque las células tumorales. Por lo tanto, se espera
que mediante el bloqueo de la unién de PD-L1 a PD-1, las moléculas de anticuerpo de la invencion puedan evitar que
las células tumorales evadan el sistema inmunitario de esta manera. Sin desear estar limitado por la teoria, se cree
que este blogueo eficaz de la unién de PD-L1 a PD-1 funciona junto con la actividad agonista de CD137 descrita
anteriormente para aumentar la potencia antitumoral de la molécula de anticuerpo.

Los presentes inventores también han mostrado que tales moléculas de anticuerpo biespecificas que comprenden el
sitio de unién al antigeno CD137 y el sitio de unién basado en CDR para PD-L1 descrito anteriormente pueden suprimir
el crecimiento tumoral in vivo. Ademas, se observé una supresion del crecimiento tumoral mas eficaz con las moléculas
de anticuerpo biespecificas en comparacion con una combinacién de dos moléculas de anticuerpo monoespecificas
donde una de las moléculas de anticuerpo comprendia un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1 y la
otra molécula comprendia un sitio de unién a antigeno basado en CDR para CD137, lo que demuestra que se observan
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agrupamiento y sefializacién potenciados de CD137, y por tanto activacion de las células T y efectos antitumorales
correspondientes, con las moléculas de anticuerpo de la invencion.

Las moléculas de anticuerpo que comprenden un sitio de unién al antigeno CD137 de la invencién pueden
adicionalmente ser capaces de unirse a PD-L1 bivalentemente, de manera que las moléculas de anticuerpo se unen
tanto a CD137 como a PD-L1 bivalentemente. Se espera que esto sea ventajoso, ya que se espera que la unién
bivalente de ambas dianas haga mas estable el puente entre la célula T que expresa CD137 y la célula que expresa
PD-L1 y, por lo tanto, extienda el tiempo durante el cual la célula T se localiza en sitios donde PD-L1 se coexpresa
con CD137, tal como en el microentorno tumoral, y puede actuar sobre la enfermedad, por ejemplo, el tumor. Esto es
diferente de la gran mayoria de los formatos de anticuerpos biespecificos convencionales que son heterodiméricos y
se unen a cada antigeno diana monovalentemente a través de un brazo Fab. Se espera que dicha interaccién
monovalente no solo sea menos estable, sino que también sea menos eficaz en la induccién de la agrupacion de
receptores de TNF tales como CD137 y/o requiera una mayor expresion de una o ambas dianas para inducir dicha
agrupacion y, por lo tanto, la activacion de las células T. Esto esta apoyado por experimentos realizados por los
presentes inventores, que mostraron que las moléculas de mAb? que comprenden un sitio de union a Fab bivalente
para PD-L1 y un sitio de unién monovalente para CD137 en uno de los dominios CH3 de la molécula indujeron niveles
mas bajos de activacion de células T, medida por la liberacion de IFN-y, que la unién de un mAb? a ambas dianas
bivalentemente.

Una caracteristica adicional de las moléculas de anticuerpo identificadas por los inventores es que el sitio de unién a
antigeno para CD137 y el sitio de union basado en CDR para PD-L1 estan contenidos ambos dentro de la propia
estructura del anticuerpo. En particular, las moléculas de anticuerpo no requieren que otras proteinas se fusionen a la
molécula de anticuerpo a través de conectores u otros medios para dar como resultado una molécula que se une
bivalentemente a ambas de sus dianas. Esto tiene una serie de ventajas. Especificamente, las moléculas de anticuerpo
pueden producirse usando métodos similares a los empleados para la produccién de anticuerpos convencionales, ya
que no comprenden ninguna porcién fusionada adicional. También se espera que la estructura dé como resultado una
estabilidad mejorada del anticuerpo, ya que los conectores pueden degradarse con el tiempo, dando como resultado
una poblacién heterogénea de moléculas de anticuerpo. En tales poblaciones heterogéneas, se espera que aquellos
anticuerpos en la poblacién que tienen solo una proteina fusionada a ellos, y por tanto que se unen a una diana solo
monovalentemente, no induzcan agonismo condicional de los receptores de TNF tales como CD137 tan
eficientemente, como aquellos anticuerpos que tienen dos proteinas fusionadas a ellos y que por tanto son capaces
de unirse a ambas dianas bivalentemente. La escisién/degradacién del conector podria tener lugar antes de la
administracién o después de la administracion del agente terapéutico al paciente (por ejemplo, a través de escision
enzimatica o el pH in vivo del paciente), dando como resultado de este modo una reduccién de su eficacia mientras
circula en el paciente. Como no hay conectores en las moléculas de anticuerpo de la invencion, se espera que las
moléculas de anticuerpo retengan el mismo nimero de sitios de unién tanto antes como después de la administracion.
Ademas, la estructura de las moléculas de anticuerpo también se prefiere desde la perspectiva de la inmunogenicidad
de las moléculas, ya que la introduccién de proteinas fusionadas o conectores 0 ambos puede inducir inmunogenicidad
cuando las moléculas se administran a un paciente, dando como resultado una eficacia reducida del agente
terapéutico.

Asi, la presente invencién proporciona:
[1] Una molécula de anticuerpo que se une al ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y CD137, que comprende
(a) un sitio de union a antigeno basado en la regién determinante de la complementariedad (CDR) para PD-L1;y

(b) un sitio de unién al antigeno CD137 localizado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, en donde el sitio
de unién al antigeno CD137 comprende una primera secuencia y una segunda secuencia localizadas en los bucles
estructurales AB y EF del dominio CH3, respectivamente, en donde la primera secuencia esta localizada entre las
posiciones 14 y 17 del dominio CH3 y la segunda secuencia esta localizada entre las posiciones 91 y 99 del dominio
CH3, en donde la numeracién de residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracion de IMGT, y

en donde la molécula de anticuerpo comprende el dominio VH, el dominio VL, la primera secuencia y la segunda
secuencia expuestas en:

(i) SEQ ID NO 12, 14, 113 y 114, respectivamente [F$22-172-003-AA/E12v2];
(i) SEQ ID NO 23, 25, 113 y 114, respectivamente [FS22-172-003-AA/EQ5v2];
(iii) SEQ ID NO 23, 30, 113 y 114, respectivamente [FS$22-172-003-AA/G12v2];
(iv) SEQ ID NO 12, 14, 79 y 80, respectivamente [FS$22-053-008-AA/E12v2];
(v) SEQ ID NO 23, 25, 79 y 80, respectivamente [FS$22-053-008-AA/EQ5v2];
(vi) SEQ ID NO 12, 14, 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017-AA/E12v2];
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(vii) SEQ ID NO 23, 25, 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017-AA/E05v2]; o
(viii) SEQ ID NO 23, 30, 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017-AA/G12v2].

[2] La molécula de anticuerpo segun [1], en donde la molécula de anticuerpo comprende una cadena pesada de
inmunoglobulina y/o una cadena ligera de inmunoglobulina, preferiblemente una cadena pesada de inmunoglobulina
y una cadena ligera de inmunoglobulina.

[3] La molécula de anticuerpo segin [1] o [2], en donde la molécula de anticuerpo comprende el dominio VH y el
dominio VL expuestos en (i) o (ii).

[4] La molécula de anticuerpo segun [3], en donde la molécula de anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio
VL expuestos en (i).

[5] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [4], en donde la primera secuencia estéa localizada en las
posiciones 15, 16, 16.5, 16.4, 16.3, 16.2 y 16.1 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, en donde la numeracion
de los residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracién de IMGT.

[6] La molécula de anticuerpo segin uno cualquiera de [1] a [5], en donde la segunda secuencia esta localizada en las
posiciones 92 a 98 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, en donde la numeracion de los residuos de
aminoacidos es segun el esquema de numeracién de IMGT.

[7] La molécula de anticuerpo segin uno cualquiera de [1] a [6], en donde la molécula de anticuerpo comprende
ademas una tercera secuencia localizada en el bucle estructural CD del dominio CH3.

[8] La molécula de anticuerpo segun [7], en donde la tercera secuencia se localiza en las posiciones 43 a 78 del
dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, en donde la numeracion de los residuos de aminoacidos es segun el
esquema de numeracién de IMGT.

[9] La molécula de anticuerpo segln uno cualquiera de [7] a [8], en donde la tercera secuencia tiene la secuencia
expuesta en la SEQ ID NO: 73.

[10] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [9], en donde la molécula de anticuerpo comprende la
secuencia del dominio CH3 expuesta en:

(i) SEQ ID NO: 115 [FS22-172-003]; 0
(i) SEQ ID NO: 81 [FS22-53-008].

[11] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [10], en donde la primera y segunda secuencia tienen la
secuencia expuesta en las SEQ ID NO 113 y 114 [FS22-172-003], respectivamente.

[12] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1]a[9] y [11], en donde la molécula de anticuerpo comprende
la secuencia del dominio CH3 expuesta en la SEQ ID NO: 115 [FS22-172-003].

[13] Una molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [12], en donde la molécula de anticuerpo es una
molécula de IgG1 humana.

[14] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [13], en donde la molécula de anticuerpo comprende la
cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo:

(i} FS22-172-003-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente;

(i) FS22-172-003-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 137 y 28, respectivamente;
(i) F$22-172-003-AA/G12v2 expuesto en las SEQ ID NO 140 y 33, respectivamente;
(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 143 y 17, respectivamente;
(v) F$22-053-008-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 146 y 28, respectivamente;
(vi) FS22-053-017-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 152 y 17, respectivamente;
(vii) F$22-053-017-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 153 y 28, respectivamente; o
(viii) F$22-053-017-AA/G12v2 expuesto en las SEQ ID NO 154 y 33, respectivamente.

[15] La molécula de anticuerpo segin [14], en donde la molécula de anticuerpo comprende la cadena ligera y cadena
pesada expuestas en uno cualquiera de (i} - (iv) de [14].
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[16] La molécula de anticuerpo segin [14], en donde la molécula de anticuerpo comprende la cadena ligera y cadena
pesada expuestas en (i) de [14].

[17] La molécula de anticuerpo segln uno cualquiera de [14] a [16], en donde la prolina (P) en la posicion 114 del
dominio CH2 del anticuerpo esta sustituida con alanina (A), y en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos
es segun el esquema de numeracién de IMGT.

[18] La molécula de anticuerpo segln uno cualquiera de [1] a [17], en donde la molécula de anticuerpo se une a PD-
L1 humano y CD137 humano.

[19] La molécula de anticuerpo seguin [18], en donde el PD-L1 consiste en o comprende la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 180.

[20] La molécula de anticuerpo segun [18] o [19], en donde el CD137 humano consiste en o comprende la secuencia
expuesta en la SEQ ID NO: 186.

[21] La molécula de anticuerpo segln uno cualquiera de [1] a [20], en donde la molécula de anticuerpo se ha modificado
para reducir o anular la unién del dominio CH2 de la molécula de anticuerpo a uno més receptores Fcy.

[22] La molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [21], en donde la molécula de anticuerpo no se une a
uno mas receptores Fcy.

[23] La molécula de anticuerpo segun [21] o [22], en donde el receptor Fcy se selecciona del grupo que consiste en:
FeyRlI, FeyRlla, FeyRIlb y FeyRIIL

[24] Un conjugado que comprende la molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [23] y una molécula
bioactiva.

[25] Un conjugado que comprende la molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [23] y un marcador
detectable.

[26] Una molécula o moléculas de acido nucleico que codifican la molécula de anticuerpo segln uno cualquiera de [1]
a[23].

[27] Una molécula o moléculas de acido nucleico que codifican la molécula de anticuerpo seglin uno cualquiera de [1]
a[2], [6] a[10], [13] a[14] y [17] a [23], en donde la(s) molécula(s) de acido nucleico comprende(n) la secuencia de
acido nucleico de cadena pesada y/o la secuencia de acido nucleico de cadena ligera de:

(i) FS$22-172-003-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 32 y 39, o0 135 y 136, respectivamente, preferiblemente las
SEQ ID NO 32 y 39, respectivamente;

(i) FS22-172-003-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 138 y 139, respectivamente;
(i) F$22-172-003-AA/G12v2 expuesto en las SEQ ID NO 141 y 142, respectivamente;
(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 144 y 145, respectivamente; o
(v) F822-053-008-AA/EQ05v2 expuesto en las SEQ ID NO 147 y 148, respectivamente.

[28] Un vector o vectores que comprenden la molécula o moléculas de acido nucleico segin uno cualquiera de [26] a
[27].

[29] Una célula huésped recombinante que comprende la(s) molécula(s) de acido nucleico segun uno cualquiera de
[26] a [27], o €l o los vectores segln [28].

[30] Un método para producir la molécula de anticuerpo segun uno cualquiera de [1] a [23] que comprende cultivar la
célula huésped recombinante de [29] en condiciones para la produccién de la molécula de anticuerpo.

[31] El método seglin [30] que comprende ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo.

[32] Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de anticuerpo o conjugado segin uno cualquiera de
[1] a [25] y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[33] La molécula de anticuerpo o conjugado segln uno cualquiera de [1] a [25] para su uso en un método de tratamiento
del cancer en un individuo.

[34] La molécula de anticuerpo o conjugado para su uso segln [33], en donde el cancer se selecciona de la lista que
consiste en: melanoma, cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén,
cancer colorrectal, cancer de cuello uterino, cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico, cancer
renal, cancer de estémago y tumores estromales gastrointestinales (GIST).
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[35] La molécula de anticuerpo o conjugado para su uso segun [33], donde el tratamiento comprende administrar la
molécula de anticuerpo o conjugado al individuo en combinacién con un segundo agente terapéutico.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: las Figuras 1A, B y C muestran una alineacién de las secuencias de los dominios CH3 de los Fcab FS22-
053, FS22-053-008, FS22-053-009, FS22-053-010, FS22-053-011, FS22-053-012, FS22-053-013, FS22-053-014,
FS22-053-015, FS22-053-016, FS22-053-017, FS22-172, FS22-172-001, FS22-172-002, FS22-172-003, FS22-172-
004, FS22-172-005 y FS22-172-006, asi como el Fcab de tipo salvaje (WT). Se indican los nimeros de los residuos
segun los sistemas de numeracion IMGT, exones de IMGT (numeracién consecutiva), EU y Kabat.

La Figura 2 muestra que el mAb? de CD137/PD-L1, FS22-172-003-AA/E12v2, es capaz de unirse a células T CD4+
(Figura 2A) y CD8* (Figura 2B) activadas. El mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, FS22-172-003-AA/E12v2, se uni6 a
células T activadas con valores de CEso de 0,8 nM en el caso de células T CD4* y 0,9 nM en el caso de células T
CD8". El anticuerpo anti-PD-L1 humano de control positivo (G1-AA/E12v2) mostrd una afinidad muy similar al mAb?
con valores de CEso de 0,8 nM para ambos tipos de células. El anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo (G1-
AA/MOR7480.1) mostré una union baja a células CD4+ y CD8*, lo que indica el bajo nivel de expresién de CD137 en
estos tipos celulares.

La Figura 3 muestra que el mAb2 de CD137/PD-L1 humano, FS22-172-003-AA/E12v2, no se une a células CHO que
sobreexpresan el receptor Fcy. EIl mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, FS22-172-003-AA/E12v2, el anticuerpo de control
positivo para la unién al receptor Fey, G1/4420 y el anticuerpo de control negativo para la ausencia de unién al receptor
Fey, G1-AA/4420, se ensayaron en un ensayo de unién celular contra cinco lineas celulares diferentes de CHO que
sobreexpresan el receptor Fcy que expresan (A) FcgRIIA 131H, (B) FcgRIIA 131E, (C) FcgRIIB, (D) FcgRIIA 158F,
(E) FcgRIIIA 158V, asi como (F) una linea celular de CHO WT usada como control negativo. El mAb? anti-CD137/PD-
L1 humano, que contenia la mutaciéon LALA en la regién CH2, no se unié a ninguno de los receptores Fcy ensayados
y tampoco se uni6 no especificamente a células CHO WT (triangulos negros cerrados). El anticuerpo de control positivo
se unié a receptores Fey (circulos negros cerrados) y el anticuerpo de control negativo G1-AA/4420, que contenia la
mutacién LALA en la regién CH2, no se unié a receptores Fcy (cuadrados grises abiertos), como se esperaba.

La Figura 4 muestra la liberacién de IL-2 humana (hIL-2) en un ensayo de activacion de células T CD8* primarias
humanas en presencia de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano o anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo G1-
AA/20H4.9. Todos los mAb? ensayados dirigieron el agrupamiento de CD137 y la activacion de células T CD8* sblo
cuando los mAb? se reticularon por células HEK que sobreexpresaban PD-L1 humano, conduciendo a la liberacion de
IL-2 humana. Los valores de CEso del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano fueron mas pequefios que el valor de CEso
del anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo, G1-AA/20H4.9 cuando se reticuld con anticuerpo secundario
anti-CH2 humano (circulos negros cerrados, linea de puntos), lo que indica que se logré una activacidon mejorada de
las células T con el mAb2. Todos mostraron un aumento en la liberacién de hiL-2 y hubo una mayor liberacion de IL-2
(Emax) con el anticuerpo de control positivo que con el mAb? anti-CD137/PD-L1 humano.

La Figura 5 muestra la liberacién de IL-2 humana (hIL-2) en un ensayo de activacion de células T CD8* primarias
humanas en presencia de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano o anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo G1-
AA/20H4.9. Todos los mAb? ensayados dirigieron el agrupamiento de CD137 y la activacion de células T CD8* sblo
cuando los mAb? se reticularon por células MDA-MD-231 que expresan endégenamente PD-L1 humano, lo que
condujo a la liberacién de IL-2 humana. Los valores de CEso del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano fueron mas
pequeiios que el valor de CEso del anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo, G1-AA/20H4.9 cuando se
reticulé con anticuerpo secundario anti-CH2 humano (circulos negros cerrados, linea de puntos), lo que indica que se
logré una mejor actividad con el mAb2. Todos mostraron un aumento en la liberacién de hIL-2 y hubo una mayor
liberacién de IL-2 (Emax) con el anticuerpo de control positivo que con el mAb? anti-CD137/PD-L1 humano.

La Figura 6 muestra la liberacién de IL-2 humana (hIL-2) en un ensayo de activacion de células T CD8* primarias
humanas en presencia de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano FS22-172-003-AA/E12v2 o anticuerpo anti-CD137
humano G1-AA/20H4.9 de control positivo. Todos los mAb? ensayados dirigieron el agrupamiento de CD137 y la
activacion de células T CD8* s6lo cuando los mAb? se reticularon por células HEK.hPD-L1 que comprendian al menos
un 6,5 % de la poblacién total de células HEK dando lugar a la liberacién de IL-2 humana. Los valores de CEso del
mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se mantuvieron similares cuando se modulaba el porcentaje de células HEK.hPD-
L1 presentes en el ensayo, pero la activacidon maxima (Emax) aumentd en relaciéon con un porcentaje creciente de
células de reticulacién HEK.hPD-L1 en el ensayo. Esto indicé que se logré una mejor actividad méaxima global con el
mAb? cuando el 100 % de las células HEK expresan PD-L1.

La Figura 7 muestra que los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano son capaces de activar las células T. (A) y (B): La
liberacion de IFN-y en un ensayo de reaccién de linfocitos mixtos (MLR) primarios humanos se ensayé en presencia
de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano y anticuerpo de control positivo anti-PD-L1 humano G1/S70 o anticuerpo de
control positivo anti-CD137 humano G1-AA/20H4.9 (reticulado con un anticuerpo anti-CH2 humano). (A) mAb? basado
en Fcab FS22-053-008 y (B) mAb? basado en Fcab FS22-172-003 mostraron una actividad mas alta en este ensayo
que cualquiera de los anticuerpos de control positivo, lo que indica que el bloqueo de PD-L1 y el agonismo de CD137
en la misma molécula incita una mayor activaciéon de las células T, presumiblemente a través del agrupamiento y
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activacion de CD137 basados en PD-L1. (C) Se ensayé la liberacién de IFN-y en un ensayo de MLR primarios
humanos en presencia de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, anticuerpo anti-PD-L1 humano G1-AA/E12v2, anticuerpo
anti-CD137 humano G1-AA/20H4.9 de control positivo (reticulado con un anticuerpo anti-CH2 humano) o Fcab anti-
CD137 humano en formato de mAb? simulado (FS22-172-003-AA/D1.3). El mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 mostré
una actividad de activaciéon de células T mas alta en este ensayo que cualquiera de los anticuerpos de control positivo
sus Fcab componentes en formato de mAb? simulado, lo que indica que el bloqueo de PD-L1 y el agonismo de CD137
en la misma molécula incita una mayor activacion de las células T, presumiblemente a través de la reticulacién basada
en PD-L1, lo que conduce a la agrupacién y activacion de CD137.

La Figura 8 muestra la liberacién de IL-2 en un ensayo de activacion de células T, en donde las células T se han
modificado por ingenierfa para sobreexpresar CD137 de cynomolgus, en presencia de mAb? anti-CD137/PD-L1
humano y anticuerpo anti-CD137 humano G1-AA/MOR7480.1 de control positivo. Todos los mAb? ensayados
dirigieron la agrupacion y activacion de CD137 sélo cuando se reticularon con células HEK que sobreexpresaban PD-
L1 de cynomolgus (simbolos negros y grises abiertos y cerrados con lineas de conexién sélidas) conduciendo a una
liberacion de interleucina-2 de ratén (mlL-2) en un ensayo de activacion de células T DO11.10. A concentraciones
crecientes, el anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo, G1-AA/MOR7480.1, que previamente habian
mostrado otros que presentaba reaccion cruzada con CD137 de cynomolgus, muestra un aumento en la liberacién de
miL-2 (circulos negros rellenos, linea discontinua), sin embargo, la liberacién maxima fue significativamente menor
que la de todos los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano. Todos los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano sin células HEK que
sobreexpresan PD-L1 para reticular muestran una liberacién de miL-2 significativamente menor en comparacién con
cuando se reticulan (datos no mostrados).

La Figura 9 muestra la liberacion de IL-2 el dia 2 (Figura 9A) o liberacién de IFN-y el dia 6 (Figura 9B) de células T
CD4* de cynomolgus* cultivadas con monocitos de cynomolgus alogénicos en presencia de una titulacion de mAb?
anti-CD137/PD-L1 humano FS22-053-008-AA/E12v2 0 172-003-AA/E12v2 o anticuerpo anti-PD-L1 humano de control
positivo G1-AA/E12v2 o anticuerpo de control de isotipo G1-AA/HelD1.3.

La Figura 10 muestra la liberacion de IL-2 de ratén en un ensayo de activacion de células T CD137 de ratén DO11.10
que ensaya los Fcab de CD137 de ratén y de ser humano con reactividad cruzada FS22-053-014 y FS22-053-017 en
formato de mAb? simulado cuando se reticula con Proteina L. FS$22-053-014 y FS22-053-017, y Fcab anti-CD137 de
raton FS22m-063, todos en formato de mAb? simulado HelD1.3 activaron CD137 cuando se reticulan con Proteina L
conduciendo a una liberacion de miL-2. El mAb anti-CD137 de ratén de control positivo, Lob12.3, mostré un aumento
en la liberacién de mIL-2 como se esperaba. Todos los Fcab anti-CD137 en formato de mAb? simulado sin proteina L
para reticular (lineas punteadas) mostraron una liberacién de miL-2 muy reducida en comparaciéon con cuando se
reticulan. EI FS22-053-017 tuvo una menor actividad en este ensayo (una CEso 8 veces peor en comparacion con
FS22-053-014), pero aun mostré actividad en el ensayo.

La Figura 11 muestra la liberacion de IFNy de raton que es una indicacion de la activacion de células T CD8*. El mAb?
anti-CD137/PD-L1 de ratén muestra la mayor potencia en este ensayo por encima de los anticuerpos de control
positivo contra CD137 y PD-L1 humanos, o la combinacion de los dos. Como se esperaba, el Fcab FS22m-063-AA en
formato de mAb? simulado (FS22m-063-AA/HelD1.3) no muestra ninguna actividad.

La Figura 12 muestra las mediciones del volumen tumoral del modelo de tumor singénico CT26 crecido por via
subcutanea en ratones Balb/c tratados con G1-AA/4420 (control de IgG), G1/S870 (control positivo de PD-L1)}, G1-
AA/Lob12.3 y G1/Lob12.3 (control positivo de CD137 con y sin la mutacién LALA), la combinacion de G1/S70 mas G1-
AA/Lob12.3 y FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de ratén FS22m-063 en un modelo de formato de mAb? PD-
L1). Se representa el volumen tumoral medio mas o menos el intervalo de confianza del 95 %. FS22m-063-AA/S70 es
capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico CT26 en comparacion
con ratones tratados con control de IgG y mAb anti-PD-L1 de control positivo. La significacién estadistica se mostrd
por pares para las tasas de crecimiento a lo largo del tiempo completo del estudio usando el analisis de modelo mixto.
El volumen tumoral medio se muestra como media geométrica o aritmética segin sea apropiado basandose en el
ensayo de normalidad de los datos. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001; ***P < 0,0001.

La Figura 13 muestra los resultados de un estudio de respuesta a la dosis de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en un
modelo de tumor de ratdn singénico CT26. A: muestra las mediciones del volumen tumoral del modelo de tumor
singénico CT26 crecido por via subcutanea en ratones Balb/c tratados con 3 dosis de G1-AA/4420 (control de IgG, 10
mg/kg), G1/Lob12.3 (control positivo de CD137, 1 mg/kg) y el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén FS22m-063-AA/S70
a 4 dosis diferentes (0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg y 10,0 mg/kg). Cada dosis se indica mediante una flecha negra
vertical en el eje x. Se representa el volumen tumoral medio mas o menos el intervalo de confianza del 95 %. FS22m-
063-AA/S70 es capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico CT26 en
comparacién con ratones tratados con control de IgG y mAb anti-PD-L1 de control positivo. La significacion estadistica
se mostro por pares para las tasas de crecimiento a lo largo del tiempo completo del estudio usando el analisis de
modelo mixto. El volumen tumoral medio se muestra como media geométrica o aritmética segun sea apropiado
basandose en el ensayo de normalidad de los datos. ** P <0,01; *** **** P <0,0001. B: muestra un grafico de Kaplan
Meier del modelo de tumor singénico CT26 crecido por via subcutanea en ratones Balb/c tratados con 3 dosis de G1-
AA/4420 (control de 1gG, ~10 mg/kg) y el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén FS22m-063-AA/S70 a 4 dosis diferentes
2 ug, 6 ug, 20 ug y 200 ug (equivalente a aproximadamente 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg y 10,0 mg/kg). FS22m-
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063-AA/S70 induce un aumento dependiente de la dosis de la supervivencia en un modelo de tumor singénico CT26
en comparacion con ratones tratados con control de 1gG.

La Figura 14 muestra un aumento dependiente de la dosis en la relacién porcentual CD8+:CD4* en tumor y sangre de
ratones a los que se administrd q2dx3 de mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton FS22m-063-AA/S70 a cuatro niveles de
dosis diferentes se muestra en el panel A y B la expresién de y Ki67 en células T CD8* se muestra en los paneles C
y D.

La Figura 15 muestra las mediciones del volumen tumoral del modelo de tumor singénico MC38 crecido por via
subcuténea en ratones C57BL/6 tratados con G1-AA/4420 (control de isotipo), G1-AA/S70 (control positivo de PD-L1),
G1-AA/Lob12.3 (control positivo de CD137), la combinacién de G1-AA/S70 mas G1-AA/Lob12.3 y FS22m-063-AA/S70
(el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un modelo de formato de mAb? PD-L1). Se representa el volumen tumoral
medio [en mm?® mas o menos el intervalo de confianza del 95 %. FS22m-063-AA/S70 es capaz de reducir
significativamente el crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico MC38 en comparacién con ratones tratados
con control de IgG, ratones tratados con mAb anti-PD-L1 de control positivo, ratones tratados con anti-CD137 de
control positivo. La significacién estadistica se mostré por pares para las tasas de crecimiento a lo largo del tiempo
completo del estudio usando el analisis del modelo mixto. **** < 0,0001 valor p.

La Figura 16 muestra las mediciones del volumen tumoral del modelo de tumor singénico B16.F10 crecido por via
subcutanea en ratones C57BL/6 tratados con G1-AA/4420 (control de isotipo) y el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén
FS22m-063-AA/S70. Ambas composiciones se dosificaron a 1 mg/kg. Se representa el volumen tumoral medio [en
mm?3] mas o menos el intervalo de confianza del 95 %. El tratamiento con FS22m-063-AA/S70 redujo significativamente
el crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico B16.F10 en comparacion con ratones tratados con control de
IgG. La significacion estadistica se mostr6 por pares para las tasas de crecimiento a lo largo del tiempo completo del
estudio usando el analisis de modelo mixto. El volumen tumoral medio se muestra como media geométrica o aritmética
segun sea apropiado basandose en el ensayo de normalidad de los datos. *P < 0,05; *P < 0,01; **P < 0,001, **P <
0,0001.

La Figura 17 muestra las representaciones de espaguetis para ratones individuales en el modelo de tumor singénico
CT26 crecido por via subcutanea en ratones Balb/c tratados con (A) G1-AA/4420 (control de IgG), (C) G1/S70 (control
positivo anti-PD-L1), (B} G1-AA/Lob12.3 y (D) G1/Lob12.3 (control positivo anti-CD137 con y sin la mutacién LALA), o
(E) una combinacion de G1/S70 mas G1-AA/Lob12.3 y (F) FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de ratén FS22m-
063 en un modelo de formato de mAb? PD-L1). FS22m-063-AA/S70 indujo inhibicién significativa del crecimiento
tumoral en un modelo de tumor singénico CT26 en comparacion con ratones tratados con control de IgG.

La Figura 18 muestra un grafico de Kaplan Meier del modelo de tumor singénico CT26 crecido por via subcutanea en
ratones Balb/c tratados con G1-AA/4420 (control de IgG), la combinacién de G1/S70 mas G1-AA/Lob12.3, y FS22m-
063-AA/S70 (el Fcab FS22m-063 anti-CD137 de ratén en un modelo de formato de mAb? PD-L1) todos a 1 mg/kg.
FS22m-063-AA/S70 indujo una supervivencia significativa en un modelo de tumor singénico CT26 en comparacion
con ratones tratados con control de IgG.

La Figura 19 muestra las mediciones del volumen tumoral del modelo de tumor singénico CT26 crecido por via
subcutanea en ratones Balb/c tratados con G1-AA/HelD1.3 (control de IgG), G1/S70 (control positivo anti-PD-L1), G1-
AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137) y FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un
modelo de formato de mAb? PD-L1). Se representa el volumen tumoral medio mas o menos el intervalo de confianza
del 95 %. EI FS22m-063-AA/S70 fue capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral en un modelo de tumor
singénico CT26 en comparacién con los ratones tratados con control de 1gG, los ratones tratados con mAb anti-PD-
L1 de control positivo y los ratones tratados con anti-CD137 de control positivo. La significacion estadistica se mostré
por pares para las tasas de crecimiento a lo largo del tiempo completo del estudio usando el analisis de modelo mixto.
El volumen tumoral medio se muestra como media geométrica o aritmética segin sea apropiado basandose en el
ensayo de normalidad de los datos. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001; ***P < 0,0001.

La Figura 20 muestra un grafico de Kaplan Meier del modelo de tumor singénico CT26 crecido por via subcutanea en
ratones Balb/c tratados con G1-AA/HelD1.3 (control de 1gG), G1/S70 (control positivo anti-PD-L1), G1-AA/Lob12.3
(control positivo anti-CD137) y FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un modelo de formato
de mAb? PD-L1). FS22m-063-AA/S70 induce una supervivencia significativa en un modelo de tumor singénico CT26
en comparacién con ratones tratados con control de IgG y ratones tratados con control positivo de CD137.

La Figura 21 muestra las representaciones de espaguetis para ratones individuales en el modelo de tumor singénico
MC38 crecido por via subcutanea en ratones C57BL/6 tratados con 3 dosis de (A} G1-AA/4420 (control de isotipo),
(B) G1-AA/S70 (control positivo anti-PD-L1), (C) G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137), (D) la combinacion de
G1-AA/S70 mas G1-AA/Lob12.3, y (E) FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un modelo
de formato de mAb? PD-L1). FS22m-063-AA/S70 induce inhibicion completa del crecimiento tumoral, dando como
resultado ratones sin tumor al 100 %, en un modelo de tumor singénico MC38 en comparacién con ratones tratados
con control de IgG.
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La Figura 22 Muestra un grafico de Kaplan Meier del modelo de tumor singénico MC38 crecido por via subcutanea
en ratones C57BL/6 tratados con 3 dosis de G1-AA/4420 (control de isotipo), G1-AA/S70 (control positivo anti-PD-L1),
G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137), la combinacion de G1-AA/S70 mas G1-AA/Lob12.3, y FS22m-063-
AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un modelo de formato de mAb? PD-L1). FS22m-063-AA/S70
induce la supervivencia completa en un modelo de tumor singénico MC38 en comparacion con ratones tratados con
control de IgG.

La Figura 23 Muestra las representaciones de espaguetis para ratones individuales en el modelo de tumor singénico
B16.F10 crecido por via subcutanea en ratones C57BL/6 tratados con G1-AA/4420 (control de isotipo) (Figura 23A) y
el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén FS22m-063-AA/S70 (Figura 23B). El FS22m-063-AA/S70 indujo inhibicién parcial
del crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico B16.F10 en comparacién con ratones tratados con control
de IgG.

La Figura 24 muestra los datos de unién de mAb? anti-mCD137/PD-L1 a células T ex vivo, determinados por citometria
de flujo. Los valores de Intensidad Fluorescente Media (MFI) se midieron a partir de anticuerpo secundario anti-Fc
humano conjugado con Alexa Fluor 488 que detect6 la region Fc humana del mAb? anti-mCD137/PDI-L1 unido a
células. Las células positivas que tenian una MFI mayor que la de una muestra de control sin tefiir se identificaron
como positivas para anti-mCD137/PD-L1 y los datos presentados muestran la poblacién positiva como un porcentaje
de (A) todas las células T CD8* o (B) todas las células T CD4+ de la sangre, o (C) todas las células T CD8* o (D) todas
las células T CD4+ del tumor. Estos resultados muestran que mAb? anti-mCD137/PD-L1 se une rapidamente tanto a
las células T CD8* como CD4+ presentes tanto en el tumor como en la sangre y que el porcentaje de poblacién de
células T positivas disminuye con el tiempo dependiendo del nivel de dosis.

La Figura 25 muestra los datos de expresién de Ki67 por las células T ex vivo, determinado por citometria de flujo.
Los valores de intensidad fluorescente media (MFI} se midieron a partir de anticuerpo anti-Ki67 conjugado con PE-
Cy7 unido a células. Las células positivas que tenian una MFI mayor que la de una muestra de control sin tefiir se
identificaron como positivas para la expresion de Ki67 y los datos presentados muestran la poblacién positiva como
un porcentaje de (A) todas las células T CD8* o (B) todas las células T CD4+ de la sangre, o (C) todas las células T
CD8* o (D) todas las células T CD4* del tumor. Estos resultados muestran que las células T en ratones dosificados
con mAb? anti-mCD137/PD-L1 expresan rapidamente Ki67 tanto en células T CD8+ como CD4+ en la sangre y que un
alto porcentaje de células T positivas para Ki67 ya estan presentes en una muestra del microentorno tumoral. Se
observd un aumento en la expresion de Ki67 con el tiempo dependiente del nivel de dosis.

La Figura 26 muestra la ocupacion del receptor PD-L1 en relacién con una muestra coincidente en el tiempo de
ratones dosificados con anticuerpo de control G1-AA/4420 al que luego se le afiadid mAb? anti-mCD137/PD-L1 100
nM ex vivo para saturar todos los receptores PD-L1, indicando asi un nivel de ocupacién del receptor PD-L1 del 100%
(simbolos triangulares con linea discontinua). Los receptores PD-L1 libres se detectaron usando los valores de
intensidad fluorescente media (MFI)} de un anticuerpo anti-mPD-L1 competitivo conjugado con Bv605. Las células
positivas que tenian una MFI mayor que la de una muestra de control sin tefiir se identificaron como positivas para
PD-L1 libre. Los resultados muestran la poblacién positiva como un porcentaje de ocupacién del receptor PD-L1 en
comparacién con la muestra saturada al 100 % de (A) células T CD8* o (B) células T CD4* de la sangre, o (C) células
T CD8* o (D) células T CD4* del tumor. Estos resultados demuestran que la ocupacién del receptor PD-L1 alcanz6 el
100 % rapidamente en la sangre antes de disminuir en linea con el nivel de dosis a lo largo del tiempo. La ocupacion
del receptor PD-L1 en las células T se mantuvo mas tiempo en el microentorno del tumor que en la sangre.

La Figura 27 muestra el perfil farmacocinético del mAb? anti-CD137/PD-L1 a 25, 10, 3 y 1 mg/kg después de una
Unica dosis intravenosa administrada a ratones sin tratamiento previo C57BL/6. Se muestra la concentracién de mAb?
CD137/PD-L1 en los ratones a lo largo del tiempo. La Figura 27 demuestra que la tasa de aclaramiento del mAb? anti-
CD137/PD-L1 a cada dosis es comparable con el aclaramiento de una IgG humana convencional en ratones.

La Figura 28 muestra que el mAb? anti-CD137/PD-L1 humano FS22-172-003-AA/E12v2 es capaz de activar las
células T en un ensayo de activacion de células T de PBMC usando (A) PBMC de mono cynomolgus o (B) PBMC
humanas. La liberacion de IFN-y en un ensayo de PBMC se ensayé en presencia de mAb2 anti-CD137/PD-L1 humano,
anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo G1-AA/MOR7480.1 (reticulado con un anticuerpo anti-CH2
humano). El mAb? mostré actividad en ambos ensayos y mostré niveles de activacion mayores que el anticuerpo de
control positivo, lo que indica que el bloqueo de PD-L1 y el agonismo de CD137 por la misma molécula incita una
mayor activacién de las células T, presumiblemente a través del agrupamiento y activacion de CD137 basados en PD-
L1, tanto en monos cynomolgus como en seres humanos.

Descripcion detallada

Los aspectos y realizaciones de la presente invencién se analizaran ahora con referencia a las figuras adjuntas. Seran
evidentes para los expertos en la técnica aspectos y realizaciones adicionales.

La presente invencion se refiere a moléculas de anticuerpo que se unen tanto a PD-L1 como a CD137.
Especificamente, las moléculas de anticuerpo de la presente invencién comprenden un sitio de unién a antigeno
basado en CDR para PD-L1 y un sitio de unién a antigeno CD137 localizado en un dominio constante de la molécula
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de anticuerpo. Los términos "PD-L1"y "CD137" pueden referirse a PD-L1 humano y CD137 humano, PD-L1 murino y
CD137 murino, y/o PD-L1 de mono cynomolgus y CD137 de mono cynomolgus, a menos que el contexto requiera lo
contrario. Preferiblemente, los términos "PD-L1" y "CD137" se refieren a PD-L1 humano y CD137 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, preferiblemente humana. 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, 1gG2,
IgG3 e IgG4, asi como fragmentos de las mismas. La molécula de anticuerpo puede aislarse, en el sentido de estar
libre de contaminantes, tales como anticuerpos capaces de unirse a otros polipéptidos y/o componentes séricos.

El término "molécula de anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, incluye por tanto fragmentos de anticuerpo,
siempre que dichos fragmentos comprendan un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1 y un sitio de
unién a antigeno CD137 ubicado en un dominio constante. A menos que el contexto requiera lo contrario, €l término
"molécula de anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, es por tanto equivalente a "molécula de anticuerpo o
fragmento de la misma".

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para producir
otros anticuerpos o moléculas quiméricas que conservan la especificidad del anticuerpo original. Tales técnicas
pueden implicar introducir las CDR, o regiones variables, y/o las secuencias de dominio constante que proporcionan
el sitio de unién al antigeno CD137, en una inmunoglobulina diferente. La introduccién de las CDR de una
inmunoglobulina en otra inmunoglobulina se describe, por ejemplo, en EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400.
Se podrian emplear técnicas similares para las secuencias relevantes del dominio constante. Alternativamente, un
hibridoma u otra célula que produce una molécula de anticuerpo puede someterse a mutacién genética u otros
cambios, que pueden o no alterar la especificidad de unioén de los anticuerpos producidos.

Como los anticuerpos pueden modificarse de varias maneras, el término "molécula de anticuerpo” debe interpretarse
como que cubre 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 unién 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), Cancer Res., 56(13):3055-61).

La molécula de anticuerpo de la presente invencién se une a PD-L1y CD137. La unién en este contexto puede referirse
a una unién 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(s) pareja(s) de unién especifica(s), en este caso PD-
L1y CD137. El término "especifico" también es aplicable cuando la molécula de anticuerpo es especifica para epitopos
particulares, tales como epitopos en PD-L1 y CD137, 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 presentes inventores demostraron que las moléculas de anticuerpo descritas en la presente memoria mostraron
un alto nivel de especificidad por PD-L1 humano y no mostraron ninguna unién significativa a otras dianas de células
T de PD-L1, CD80, PD-1 o B7-H3. Véase, el Ejemplo 9.3. Por tanto, en una realizacién preferida, la molécula de
anticuerpo no se une, o no muestra ninguna unién significativa, a uno cualquiera de, preferiblemente todos de, PD-L2,
CD80, PD-1 y B7-H3. Los presentes inventores también demostraron que el sitio de unién al antigeno CD137 no
mostré ninguna union significativa a los receptores de TNFRSF humanos CD40, OX40 y GITR. Véase el Ejemplo 3.6.
Por tanto, en una realizacion mas preferida, la molécula de anticuerpo no se une, 0 muestra ninguna unién significativa,
a uno cualquiera de, preferiblemente todos de, PD-L2, CD80, PD-1, B7-H3, CD40, OX40 y GITR.

Los anticuerpos y métodos para su construccion y uso son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo,
en Holliger y Hudson (2005). Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN
recombinante para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que conservan la especificidad del anticuerpo
original. Dichas técnicas pueden implicar introducir CDR o regiones variables de una molécula de anticuerpo en una
molécula de anticuerpo diferente (EP-A-184187, GB 2188638A y EP-A-239400).

Un sitio de unién a antigeno basado en CDR es un sitio de union a antigeno en una regién variable de anticuerpo. Un
sitio de unién a antigeno basado en CDR, puede estar formado por tres CDR, tales como las tres CDR de dominio
variable de cadena ligera (VL) o tres CDR de dominio variable de cadena pesada (VH). Preferiblemente, el sitio de
unién a antigeno basado en CDR esté formado por seis CDR, tres CDR de VL y tres CDR de VH. Las contribuciones
de las diferentes CDR a la unién del antigeno pueden variar en diferentes sitios de unién al antigeno.

Las tres CDR de dominio VH del sitio de unién a antigeno pueden localizarse dentro de un dominio VH de
inmunoglobulina y las tres CDR de dominio VL pueden localizarse dentro de un dominio VL de inmunoglobulina. Por
ejemplo, el sitio de unién a antigeno basado en CDR puede localizarse en una regién variable de anticuerpo.
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La molécula de anticuerpo tiene uno o preferiblemente mas de uno, por ejemplo, dos, sitios de unién a antigeno
basados en CDR para el primer antigeno. La molécula de anticuerpo comprende asi un dominio VH y un dominio VL,
pero comprende preferiblemente dos dominios VH y dos dominios VL, es decir, dos pares de dominios VH/VL, como
es el caso en moléculas de IgG de origen natural, por ejemplo.

El sitio de unién a antigeno basado en CDR comprende las tres CDR de VH y las tres CDR de VL, del anticuerpo
E12v2, EO5v2, o0 G12v2, preferiblemente E12v2.

Las secuencias de dominio VH y VL de estos anticuerpos se exponen como sigue:

(i) las secuencias de dominio VH y VL para el anticuerpo E12v2 se muestran en las SEQ ID NO 12 y 14,
respectivamente;

(i) las secuencias de dominio VH y VL para el anticuerpo E05v2 se muestran en las SEQ ID NO 23 y 25,
respectivamente; y

(iii) las secuencias de dominio VH y VL para el anticuerpo G12v2 se muestran en las SEQ ID NO 23 y 30,
respectivamente.

El experto no tendria dificultad para determinar las secuencias de las CDR a partir de las secuencias de dominio VH
y VL de los anticuerpos expuestos anteriormente. Las secuencias de CDR pueden, por ejemplo, determinarse segun
Kabat (Kabat, E.A. et al. (1991). Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicion, publicacién del NIH no
91-3242. Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos) o el sistema de informacion
internacional ImMunoGeneTics (IMGT: Lefranc, M.-P. et al. Nucleic Acids Res. 43, D413-22 (2015).

Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VH de la molécula de anticuerpo segin la numeracién de Kabat
pueden ser las secuencias en las posiciones localizadas 31-35, 50-65 y 95-102 del dominio VH, respectivamente.

Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VH de la molécula de anticuerpo segun la numeracion de IMGT
pueden ser las secuencias localizadas en las posiciones 27-38, 56-65 y 105-117, del dominio VH de la molécula de
anticuerpo, respectivamente.

Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VL de la molécula de anticuerpo segun la numeracion de Kabat
pueden ser las secuencias en las posiciones localizadas 24-34, 50-56 y 89-97 del dominio VL, respectivamente.

Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VL de la molécula de anticuerpo segin la numeracién de IMGT
pueden ser las secuencias localizadas en las posiciones 27-38, 56-65 y 105-117, del dominio VL, respectivamente.

La molécula de anticuerpo comprende la secuencia de la CDR1 del dominio VH de SYGIS (SEQ ID NO: 1), CDR2 del
dominio VH de WISAYSGGTNYAQKLQG (SEQ ID NO: 2), y CDR3 del dominio VH de DLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID
NO: 3) en donde las secuencias de CDR se definen segun el esquema de numeracién de Kabat.

La molécula de anticuerpo comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VH de:
(i) SEQ ID NO 7, 8 y 9, respectivamente [E12v2]; 0

(i) SEQ ID NO 21, 8 y 9, respectivamente [EQ5v2 o G12v2],

en donde las secuencias de CDR se definen segun el esquema de numeracién de IMGT.

Las CDR del dominio VH estan flanqueadas por secuencias marco (FW) (HFW1, HFW2, HFW3 y HFW4). El dominio
VH comprende las secuencias de HFW1, HFW2, HFW3 y HFW4 de las SEQ ID NO: 55, 56, 57 y 54, respectivamente,
en donde las secuencias de FW y CDR se definen seglin el esquema de numeracién de IMGT.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende la CDR1 del dominio VL de RASQSIGNRLA (SEQ ID NO: 4),
la CDR2 de VL de EASTSET (SEQ ID NO: 5), y la CDR3 de VL de QQSYSTPYT (SEQ ID NO: 6), en donde las
secuencias de CDR se definen segun el esquema de numeracién de Kabat. El dominio VL se deriva de un dominio VL
kappa. Cada una de las CDR del dominio VL esta flanqueada por secuencias marco (FW) (LFW1, LFW2, LFW3 y
LFW4) que se derivan de un dominio VL kappa. Especificamente, el dominio VL puede comprender las secuencias de
LFW1, LFW2, LFW3y LFW4 de las SEQ ID NO: 58, 59, 60 y 61, respectivamente, en donde las secuencias de FW se
definen segln el esquema de numeracion de Kabat.

La molécula de anticuerpo puede comprender la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VL de:
(i) SEQ ID NO 4, 5y 6, respectivamente [E12v2];

(i) SEQ ID NO 18, 19 y 20, respectivamente [EO5v2]; o

(iii) SEQ ID NO 18, 19 y 29, respectivamente [G12v2],
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en donde las secuencias de CDR se definen segun el esquema de numeracién de Kabat.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende la secuencia de la CDR1 del dominio VL de QSIGNR (SEQ ID
NO: 10), la CDR2 de VL de EAS (SEQ ID NO: 11), y la CDR3 de VL de QQSYSTPYT (SEQ ID NO: 6), en donde las
secuencias de CDR se definen segin el esquema de numeracién de IMGT. El dominio VL se deriva de un dominio VL
kappa. Cada una de las CDR del dominio VL puede estar flanqueada por secuencias marco (FW) (LFW1, LFW2, LFW3
y LFW4) que se derivan de un dominio VL kappa. Especificamente, el dominio VL puede comprender las secuencias
de LFW1, LFW2, LFW3 y LFW4 de las SEQ ID NO: 62, 63, 64 y 61, respectivamente, en donde las secuencias de FW
se definen segun el esquema de numeracion de IMGT.

La molécula de anticuerpo comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 del dominio VL de:
(i} SEQ ID NO 10, 11 y 6, respectivamente [E12v2];

(i) SEQ ID NO 22, 11 y 20, respectivamente [EO5v2]; o

(i) SEQ ID NO 22, 11 y 29, respectivamente [G12v2],

en donde las secuencias de CDR se definen segun el esquema de numeracién de IMGT.

El sitio de unién a antigeno basado en CDR comprende los dominios VH y VL del anticuerpo E12v2, E05v2, 0 G12v2,
preferiblemente E12v2 o EO5v2, mas preferiblemente E12v2.

El dominio VH de los anticuerpos E12v2, EQ5v2, y G12v2 tiene la secuencia expuesta en las SEQ ID NO 12, 23, y 23,
respectivamente. El dominio VL de los anticuerpos E12v2, EQ5v2, y G12v2 tiene la secuencia expuesta en las SEQ
ID NO 14, 25, y 30, respectivamente.

La molécula de anticuerpo de la invencion comprende un sitio de unién al antigeno CD137 localizado en el dominio
CH3. El sitio de unién al antigeno CD137 comprende dos o mas bucles estructurales modificados en un dominio CH3
de la molécula de anticuerpo. La modificaciéon por ingenieria de bucles estructurales de dominio constante de
anticuerpo para crear sitios de uniéon a antigeno para antigenos diana se conoce en la técnica y se describe, por
ejemplo, en Wozniak-Knopp G et al. (2010); W02006/072620 y WO2009/132876.

El sitio de union al antigeno CD137 de la molécula de anticuerpo comprende una primera y segunda secuencia, en
donde la primera y segunda secuencia se localizan en los bucles estructurales AB y EF del dominio CH3, de la
molécula de anticuerpo, respectivamente.

Los residuos en las posiciones 95 y 96 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo son de tipo salvaje, es decir,
son arginina (R) y triptéfano (W), respectivamente. Ambos de estos residuos estén localizados en el bucle estructural
de EF. Las posiciones de los residuos de aminoacidos se numeran en la presente memoria segun el esquema de
numeracién de ImMunoGeneTics (IMGT), a menos que se indique lo contrario. El esquema de numeracién de IMGT
se describe en Lefranc et al., 2005.

La primera secuencia comprende la secuencia PPY (SEQ ID NO: 78).

La secuencia PPY esta localizada entre las posiciones 15 y 17 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo. En una
realizacion preferida, la secuencia PPY esta localizada en las posiciones 16, 16.5 y 16.4 del dominio CH3.
Alternativamente, la secuencia PPY puede estar localizada entre las posiciones 16 y 17 del dominio CH3. En una
realizacion preferida alternativa, la secuencia PPY esta localizada en las posiciones 16.3, 16.2 y 16.1 del dominio CH3.
En el esquema de numeracién de IMGT, los residuos insertados se numeran segin la direccién del bucle en donde
estan localizados. Si el bucle “sube” los residuos insertados adoptan el nimero del residuo inmediatamente anterior a
la insercién, indicandose el nimero del residuo insertado en la secuencia mediante un niimero decimal ascendente,
por ejemplo 16, 16.1, 16.2, 16.3, en donde hay tres mutaciones después del residuo 16. Si el bucle “desciende”, los
residuos insertados adoptan el nimero del residuo inmediatamente anterior a la insercién, indicandose el nimero del
residuo insertado en la secuencia mediante un nimero decimal descendente, por ejemplo 16, 16, 3, 16, 2, 16, 1, en
donde de nuevo hay tres mutaciones después del resto 16 (LeFranc et al., 2005, y LeFranc et al., 2015).

El bucle estructural AB comprende una insercién de amino&cidos. La insercion tiene una longitud de 5 aminoacidos.

La insercion esta localizada entre las posiciones 16 y 17 del dominio CH3 de la molécula del anticuerpo. La insercién
esta localizada en las posiciones 16.5 a 16.1 del dominio CH3 de la molécula del anticuerpo. La Figura 1 muestra
Fcab que comprenden un dominio CH3 en donde la insercion esta localizada en las posiciones 16.5 a 16.1 del dominio
CH3.

La mayoria de los Fcab identificados después de la maduracion de afinidad comprendian un residuo de leucina (L) en
la posicion 97 del dominio CH3. Muchos de estos Fcab también comprendian un residuo de acido aspartico (D) o un
residuo de &cido glutamico (E) en las posiciones 98 del dominio CH3. Ambos cambios de estos aminoacidos estan
localizados en el bucle estructural de EF. Estos resultados sugieren que uno ambos de estos residuos pueden ser
importantes para la unién a CD137. Por tanto, la segunda secuencia comprende la secuencia LE, en donde la
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secuencia LE esta localizada en las posiciones 97 y 98 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo.

La primera secuencia y la segunda secuencia pueden ser una primera y una segunda secuencia del dominio CH3 de:
FS22-053-008, 0 FS22-053-017, preferiblemente un miembro de unién especifica F$22-053-008.

La primera secuencia y la segunda secuencia son una primera y una segunda secuencia del dominio CH3 de: FS22-
053-008, FS22-053-017, o FS22-172-003, preferiblemente FS22-053-008 o FS22-172-003, mas preferiblemente
FS22-172-003.

La secuencia del dominio CH3 de FS$22-053-008, FS22-053-017, y FS22-172-003 se expone en las SEQ ID NO: 81,
90 y 115, respectivamente.

La primera y segunda secuencia de FS22-053-008, FS22-053-017 y FS22-172-003 es la secuencia entre las
posiciones 14 y 17 y las posiciones 91 y 99 del dominio CH3 de F$22-053-008, FS$22-053-017 y FS$22-172-003,
respectivamente.

Alternativamente, la primera y segunda secuencia de F$22-053-008 puede ser la secuencia entre las posiciones 14y
17 y las posiciones 92 y 99 del dominio CH3 de FS$22-053-008.

La secuencia del bucle CD de la molécula de anticuerpo esta preferiblemente sin modificar, es decir, de tipo salvaje.
Por lo tanto, la secuencia del bucle CD tiene preferiblemente la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 73. La secuencia
del bucle CD esta localizada preferiblemente en las posiciones 43 a 78 del dominio CH3.

La primera y segunda secuencias pueden ser las secuencias completad del bucle estructural AB y EF, de FS22-053-
008, FS$22-053-017 o0 FS22-172-003, respectivamente. La determinacion de la localizacion de los bucles estructurales
AB, CD y EF en una secuencia del dominio CH3, por ejemplo, segun los sistemas de numeracién IMGT, exones de
IMGT, EU o Kabat, esta dentro de las capacidades del experto en la técnica y se describe en Hasenhindl et al., (2013).
En una realizacion preferida, los bucles estructurales AB, CD y EF segun el sistema de numeracién IMGT estan
localizados entre las posiciones 10y 19, 42 y 79, y 91 y 102 del dominio CH3, respectivamente. En una realizacién
preferida, la primera, segunda y tercera secuencia son por lo tanto la secuencia entre las posiciones 10y 19, 42y 79,
y 91y 102 del dominio CH3 de FS22-053-008, FS22-053-017 o FS$22-172-003, respectivamente.

Por tanto, en una realizacion preferida, la primera y segunda secuencia del sitio de unién al antigeno CD137
comprenden la secuencia del bucle AB y EF expuesta en las SEQ ID NO 171 y 172 [FS22-172-003], respectivamente,
o la secuencia del bucle estructural AB y EF expuesta en las SEQ ID NO 173 y 174 [FS22-53-008], respectivamente.
En una realizacion mas preferida, la primera y segunda secuencia del sitio de unién al antigeno CD137 comprende el
bucle estructural AB y EF expuesto en las SEQ ID NO 171 y 172 [FS22-172-003], respectivamente.

En una realizacién preferida alternativamente, la primera y segunda secuencia del sitio de unién al antigeno CD137
comprende la secuencia del bucle estructural AB y EF expuesta en las SEQ ID NO 173 y 175 [FS22-053-017],
respectivamente.

El sitio de unién al antigeno CD137 comprende la primera y segunda secuencia expuestas en:
(i) SEQ ID NO 79 y 80, respectivamente [F$22-053-008];
(i) SEQ ID NO 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017]; o

(iii) SEQ ID NO 113 y 114, respectivamente [FS22-172-003]; en donde la primera y la segunda secuencia estan
localizadas entre las posiciones 14y 17,y 91 y 99 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, respectivamente.

En una realizacion preferida, el sitio de unién al antigeno CD137 de la molécula de anticuerpo comprende la primera
y segunda secuencia expuestas en las SEQ ID NO 113 y 114 [FS22-172-003], respectivamente, 0 la primera y
segunda secuencia expuestas en las SEQ ID NO 79 y 80 [FS22-53-008], respectivamente. En una realizacién aun
mas preferida, el sitio de unién al antigeno CD137 de la molécula de anticuerpo comprende la primera y segunda
secuencia expuestas en las SEQ ID NO 113 y 114 [FS22-172-003], respectivamente. Por ejemplo, el sitio de unién al
antigeno CD137 puede comprender las secuencias del bucle estructural AB y EF expuestas en las SEQ ID NO 171 y
172 [FS22-172-003], respectivamente.

Como alternativa a la numeracion de IMGT, las posiciones de los residuos de aminoacidos, incluyendo la posicion de
las secuencias de aminoacidos, sustituciones, deleciones e inserciones como se describe en la presente memoria,
pueden numerarse segun la numeracién de exones de IMGT (también denominada numeracién consecutiva),
numeracion de EU o numeracién de Kabat. La concordancia entre la numeracion de IMGT, la numeracién de exones
de IMGT, la numeracién de EU y la numeracién de Kabat de las posiciones de los residuos del dominio CH3 se
muestran en la Figura 1. Asi, por ejemplo, cuando la presente solicitud se refiere a que la primera secuencia esta
localizada entre las posiciones 14 y 17 del dominio CH3 del clon, respectivamente, cuando las posiciones de los
residuos estan numeradas seguln el esquema de numeracion de IMGT, la primera secuencia esta localizada entre las
posiciones 18 y 21 del dominio CH3, donde las posiciones de los residuos estan numeradas segun el esquema de
numeracién de exones de IMGT, como se muestra en la Figura 1. Alternativamente, la posicién de los residuos de
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aminoacidos en el dominio CH3, incluyendo la posicién de las secuencias de aminoacidos, sustituciones, deleciones
e inserciones en el dominio CH3, como se describe en la presente memoria, puede definirse por referencia a su
posicion en la secuencia del dominio CH3 de tipo salvaje expuesta en la SEQ ID NO: 75. La concordancia entre la
numeracién de IMGT y la secuencia del dominio CH3 de tipo salvaje también se muestra en la Figura 1.

En una realizacién, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la
secuencia del dominio CH3 de FS$22-053-008, FS22-053-017, o FS22-172-003, en donde la secuencia del dominio
CH3 de FS22-053-008, FS22-053-017 y FS22-172-003 se expone en las SEQ ID NO 81, 90 y 115, respectivamente.

En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste
en la secuencia del dominio CH3 de FS22-172-003 o FS22-053-008 expuestas en las SEQ ID NO 115 y 81,
respectivamente. En una realizacion mas preferida, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH3 que
comprende, tiene o consiste en la secuencia del dominio CH3 de FS$22-172-003 expuesta en la SEQ ID NO 115.

En una realizacién alternativamente preferida, la molécula de anticuerpo comprende un dominio CH3 que comprende,
tiene o consiste en la secuencia del dominio CH3 de FS22-053-017 expuesto en la SEQ ID NO 90, respectivamente.

El dominio CH3 de la molécula de anticuerpo puede comprender opcionalmente un residuo de lisina (K) adicional en
el extremo C-terminal inmediato de la secuencia del dominio CH3.

Ademas, la molécula de anticuerpo de la invencién puede comprender un dominio CH2 de una molécula de
inmunoglobulina G, tal como un dominio CH2 de una molécula de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Preferiblemente, la
molécula de anticuerpo de la invencién comprende un dominio CH2 de una molécula de IgG1. El dominio CH2 puede
tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 76.

Se sabe que el dominio CH2 se une a receptores Fcy y complemento. La unién del dominio CH2 a los receptores Fcy
se requiere para la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), mientras que la unién al
complemento se requiere para la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). 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 més receptores Fcy, tales como FcyRI, FeyRlla, FeyRlIlb, FeyRIlI y/o al complemento. Los inventores postulan que
la reduccién o supresién de la unién a receptores Fecy disminuira o eliminara 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 ligado por la teoria, se espera que esto reduzca o
evite la toxicidad hepatica cuando la molécula de anticuerpo se administra a un paciente. Ademas, se espera que la
reduccién o supresién 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, donde se deberia evitar la destruccion 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 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 et al., 2001, que implica la
sustitucion de los residuos de leucina en las posiciones 1.3 y 1.2 del dominio CH2 por alanina (L1.3A y L1.2A).
Alternativamente, la generacion de anticuerpos a-glicosilo a través de la mutacion del sitio de glicosilacion unido a N
conservado mutando la asparagina (N) en la posicién 84.4 del dominio CH2 a alanina, glicina o glutamina (N84.4A
N84.4G o N84.4Q) también se sabe que disminuye la funcién efectora de IgG1 (Wang et al., 2018). Como alternativa
adicional, se sabe que la activacion del complemento (unién a C1q) y la ADCC se reducen a través de la mutacion de
la prolina en la posicién 114 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
(ifi) 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 realizacion 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
(i) un residuo de alanina en la posicion 1.2;
en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segln el esquema de numeracion de IMGT.

Por ejemplo, el dominio CH2 puede tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 77.
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En una realizacion 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

(ifi) una alanina en la posicion 114;
en donde la numeracién de los residuos de aminoacidos es segln el esquema de numeracion de IMGT.
Por ejemplo, el dominio CH2 puede tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 176.
En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende

(@) un dominio VH y un dominio VL que comprenden el sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-
L1;y

(b) un sitio de unién al antigeno CD137 localizado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo;

en donde el dominio VH y VL comprende, tiene o consiste en el VH y VL del anticuerpo E12v2, E05v2, 0 G12v2,
preferiblemente E12v2;y

en donde el sitio de unién al antigeno CD137 comprende una primera secuencia y una segunda secuencia localizadas
en los bucles estructurales AB y EF del dominio CH3, respectivamente; en donde la primera y segunda secuencia
tienen la secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 113y 114 [FS$22-172-003], 0 79 y 80 [F$22-53-008], respectivamente,
preferiblemente en donde la primera y segunda secuencia tienen la secuencia expuesta en las SEQ ID NO 113y 114
[FS22-172-003], con la condicion de que la molécula de anticuerpo no comprenda el dominio VH y el dominio VL del
anticuerpo G12v2 emparejado con el sitio de unién al antigeno CD137 que tiene la primera y segunda secuencia
expuestas en las SEQ ID NO 79 y 80 [FS22-053-008].

Como se describe en los Ejemplos, una molécula de anticuerpo que tiene un sitio de unién al antigeno CD137 que
comprende la primera secuencia y una segunda secuencia expuestas en las SEQ ID NO: 79 y 89, respectivamente
[FS22-053-017] fue capaz de unirse a CD137 humano, de cynomolgus €, inesperadamente, de ratdén. Los inventores
demostraron que esta molécula de anticuerpo tenia actividad en los ensayos de activacion de células T humanas, de
cynomolgus y de ratdén cuando se reticuld.

En una realizacién alternativamente preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende

(@) un dominio VH y un dominio VL que comprenden el sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-
L1;y
(b) un sitio de unién al antigeno CD137 localizado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo;

en donde el dominio VH y VL consiste en el VH y VL del anticuerpo E12v2, EQ5v2, o G12v2, preferiblemente E12v2;
y

en donde el sitio de unién al antigeno CD137 comprende una primera secuencia y una segunda secuencia localizadas
en los bucles estructurales AB y EF del dominio CH3, respectivamente, en donde la primera y segunda secuencia
tienen la secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 79 y 89 [FS22-053-017].

En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende

(@) un dominio VH y un dominio VL que comprenden el sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-
L1y

(b) un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en las SEQ ID NO 115 [FS22-
172-003], u 81 [FS22-53-008], preferiblemente la SEQ ID NO 115 [FS22-172-003];

en donde el dominio VH y VL consiste en el VH y VL del anticuerpo E12v2, EQ5v2, o G12v2, preferiblemente E12v2,
con la condicion de que la molécula de anticuerpo no comprenda el dominio VH y el dominio VL del anticuerpo G12v2
emparejado con el dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 81
[FS22-53-008].

En una realizacién aun mas preferida alternativamente, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137
comprende

(@) un dominio VH y un dominio VL que comprenden el sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-
L1;y
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(b) un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 90 [FS22-
053-017];

en donde el dominio VH y VL comprende, tiene o consiste en el VH y VL del anticuerpo E12v2, E05v2, 0 G12v2,
preferiblemente E12v2.

En una realizacion preferida adicional, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende

(@) un dominio VH y un dominio VL que comprenden el sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-
L1;

(b) un dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en las SEQ ID NO 115 [FS22-
172-003], u 81 [FS22-53-008], preferiblemente la SEQ ID NO 115 [FS22-172-003];

(c} un dominio CH2 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 76, en
donde el dominio CH2 comprende:

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

en donde el dominio VH y VL comprende, tiene o consiste en el VH y VL del anticuerpo E12v2, E05v2, 0 G12v2,
preferiblemente E12v2, con la condicién de que la molécula de anticuerpo no comprenda el dominio VH y el dominio
VL del anticuerpo G12v2 emparejado con el dominio CH3 que comprende, tiene o consiste en la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 81 [FS22-53-008].

En una realizacién adicional, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137, comprende:

(@) un dominio VH y VL que comprende un sitio de unién a antigeno basado en CDR para PD-L1, en donde
el sitio de unién a antigeno basado en CDR comprende las CDR 1-6; y

(b) un sitio de union al antigeno CD137 localizado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo,
comprendiendo el sitio de unién al antigeno CD137 una primera secuencia y una segunda secuencia
localizada en los bucles estructurales AB y EF del dominio CH3;

en donde el dominio VH, el dominio VL, la primera secuencia y la segunda secuencia tienen la secuencia expuesta
en:

(i) SEQ ID NO 12, 14, 113 y 114, respectivamente [F$22-172-003-AA/E12v2];

(i) SEQ ID NO 23, 25, 113 y 114, respectivamente [FS$22-172-003-AA/EQ5v2];

(ii) SEQ ID NO 23, 30, 113 y 114, respectivamente [F$22-172-003-AA/G12v2];

(iv) SEQ ID NO 12, 14, 79 y 80, respectivamente [F$22-053-008-AA/E12v2]; o

(v) SEQ ID NO 23, 25, 79 y 80, respectivamente [FS$22-053-008-AA/EQ05v2]; o
en donde el dominio VH, el dominio VL y el dominio CH3 tienen la secuencia expuesta en:

(i) SEQ ID NO 12, 14, y 115, respectivamente [FS$22-172-003-AA/E12v2];

(i) SEQ ID NO 23, 25, y 115, respectivamente [FS$22-172-003-AA/E05v2];

(iiiy SEQ ID NO 23, 30, y 115, respectivamente [F$22-172-003-AA/G12v2];

(iv) SEQ ID NO 12, 14, y 81, respectivamente [FS$22-053-008-AA/E12v2]; o

(v) SEQ ID NO 23, 25, y 81, respectivamente [FS$22-053-008-AA/E05v2].

En una realizacién preferida adicional, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende una cadena
pesada que comprende, tiene o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo:

(iy FS22-172-003-AA/E12v2 expuestas en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente;
(i) FS22-172-003-AA/E05v2 expuesta en las SEQ ID NO 137 y 28, respectivamente;
(i) F822-172-003-AA/G12v2 expuesta en las SEQ ID NO 140 y 33, respectivamente;
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(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 143 y 17, respectivamente; o
(v) FS$22-053-008-AA/EQ05v2 expuesta en las SEQ ID NO 146 y 28, respectivamente.

En una realizacion incluso mas preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende una
cadena pesada que comprende, tiene o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo:

(i} FS22-172-003-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente;
(i) FS22-172-003-AA/E05v2 expuesta en las SEQ ID NO 137 y 28, respectivamente;
(i) F822-172-003-AA/G12v2 expuesta en las SEQ ID NO 140 y 33, respectivamente;
(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 143 y 17, respectivamente; o
(v) FS$22-053-008-AA/EQ05v2 expuesta en las SEQ ID NO 146 y 28, respectivamente.

En una realizacién alin mas preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende una cadena
pesada que comprende, tiene o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo:

(i} FS22-172-003-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente; o
(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 143 y 17, respectivamente.

En una realizacién alin mas preferida, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1 y CD137 comprende una cadena
pesada que comprende, tiene o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo F$22-172-003-
AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente.

En una realizacién mas adicional preferida alternativamente, la molécula de anticuerpo que se une a PD-L1y CD137
comprende una cadena pesada que comprende, tiene o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del
anticuerpo:

(i} FS22-053-017-AA/E12v2 expuesta en las SEQ ID NO 152 y 17, respectivamente;
(i) FS22-053-017-AA/E05v2 expuesta en las SEQ ID NO 153 y 28, respectivamente; o
(i) FS$22-053-017-AA/G12v2 expuesta en las SEQ ID NO 154 y 33, respectivamente.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencién también pueden comprender variantes de una tercera
secuencia, secuencia de bucle estructural AB, CD o EF, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, secuencias
de cadena ligera y/o cadena pesada descritas en la presente memoria. Las variantes adecuadas pueden obtenerse
por medio de métodos de alteracién de la secuencia, 0 mutacion, y cribado. En una realizacién preferida, una molécula
de anticuerpo que comprende una o0 mas secuencias variantes retiene una o mas de las caracteristicas funcionales
de la molécula de anticuerpo parental, tal como especificidad de unién y/o afinidad de unién por PD-L1 y CD137. Por
ejemplo, una molécula de anticuerpo que comprende una 0 mas secuencias variantes se une preferiblemente a PD-
L1 y/o CD137 con la misma afinidad, o una afinidad mayor, que la molécula de anticuerpo (parental). La molécula de
anticuerpo parental es una molécula de anticuerpo que no comprende la o las sustituciones), deleciones y/o
inserciones de aminoacidos que se han incorporado en la molécula de anticuerpo variante.

Por ejemplo, una molécula de anticuerpo de la invencién puede comprender una tercera secuencia, secuencia de
bucle estructural de AB, CD o EF, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, secuencia de cadena ligera y/o
cadena pesada que tiene al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un
99,1 %, al menos un 99,2 %, al menos un 99,3 %, al menos un 99,4 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,6 %, al
menos un 99,7 %, al menos un 99,8 %, o al menos un 99,9 % de identidad de secuencia con una secuencia de bucle
estructural, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, cadena ligera o cadena pesada divulgada en la presente
memoria.

En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo de la invencién comprende una secuencia del dominio CH3
que tiene al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,1 %, al menos un 99,2 %, al menos
un 99,3 %, al menos un 99,4 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,6 %, al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 %,
o al menos un 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia del dominio CH3 expuesta en la SEQ ID NO: 115
[FS22-172-003] u 81 [FS22-053-008], preferiblemente la SEQ ID NO: 115 [F$22-172-003].

En una realizacién preferida adicional, la molécula de anticuerpo tiene o comprende una secuencia del dominio CH2,
que tiene al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos
un 99,1 %, al menos un 99,2 %, al menos un 99,3 %, al menos un 99,4 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,6 %,
al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 % o al menos un 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia del dominio
CH2 expuesta en la SEQ ID NO: 76 o0 77.

20



10

15

20

25

30

35

40

ES 3 006 183 T3

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 penalizacién de creacién de hueco que equivale a 12 y una penalizacién 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), FASTA (que usa el método de Pearson y Lipman, 1988), o el algoritmo de Smith-
Waterman (Smith y Waterman, 1981), o el programa TBLASTN, de Altschul et al., 1990, supra, empleando
generalmente parametros por defecto. En particular, puede usarse el algoritmo psi-Blast (Altschul et al., 1997).

Una molécula de anticuerpo de la invencion también puede comprender una tercera secuencia, secuencia de bucle
estructural AB, CD o EF, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3, cadena ligera y/o cadena pesada que tiene
una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos (adicion, delecion, sustitucion y/o insercién de un residuo de
aminoacido}, por ejemplo, 20 alteraciones o menos, 15 alteraciones o menos, 10 alteraciones 0 menos, 5 alteraciones
0 menos, 4 alteraciones 0 menos, 3 alteraciones o menos, 2 alteraciones o0 menos, o 1 alteracién en comparacion con
una tercera secuencia, secuencia de bucle estructural AB, CD o EF, dominio CH3, dominio CH2, dominio CH2 y CH3,
secuencia de cadena ligera o cadena pesada divulgada en la presente memoria. En particular, pueden realizarse
alteraciones en una o mas regiones marco de la molécula de anticuerpo fuera de las secuencias de dominio VHy VL
y/o en una o mas regiones marco del dominio CH3. Por ejemplo, las alteraciones pueden estar en el dominio CH3
fuera de las secuencias descritas en la presente memoria como una primera, segunda y tercera secuencias, 0 como
secuencias de los bucles estructurales AB, CD o EF.

En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo de la invencién puede comprender una secuencia del dominio
CH3 con una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos (adicion, delecién, sustitucion y/o insercién de un
residuo de aminoacido), preferiblemente 20 alteraciones 0 menos, 15 alteraciones o menos, 10 alteraciones o menos,
5 alteraciones 0 menos, 4 alteraciones 0 menos, 3 alteraciones 0 menos, 2 alteraciones o0 menos, o 1 alteracién en
comparacién con la secuencia del dominio CH3 expuesta en las SEQ ID NO 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108,
111, 115, 118, 121, 124, 127, 130, o 132. En una realizacién mas preferida, la molécula de anticuerpo de la invencién
puede comprender una secuencia del dominio CH3 con una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos
(adicién, delecion, sustitucién y/o insercién de un residuo de aminoacido), preferiblemente 20 alteraciones o menos,
15 alteraciones o menos, 10 alteraciones o menos, 5 alteraciones o menos, 4 alteraciones o menos, 3 alteraciones o
menos, 2 alteraciones o0 menos, o 1 alteracion en comparacién con la secuencia del dominio CH3 expuesta en las
SEQ ID NO: 115 [FS22-172-003] u 81 [FS22-053-008], preferiblemente la SEQ ID NO: 115 [FS22-172-003].

En una realizacién preferida adicional, la molécula de anticuerpo comprende una secuencia del dominio CH2, con una
0 mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos (adicién, delecidn, sustitucion y/o insercidon de un residuo de
aminoacido), preferiblemente 20 alteraciones o menos, 15 alteraciones o menos, 10 alteraciones o menos, 5
alteraciones 0 menos, 4 alteraciones o menos, 3 alteraciones 0 menos, 2 alteraciones o menos, o 1 alteraciéon en
comparacion con la secuencia del dominio CH2 expuesta en la SEQ ID NO: 76 o 77.

En realizaciones preferidas en donde uno méas amino&cidos estan sustituidos con otro aminoacido, las sustituciones
pueden ser sustituciones conservativas, por ejemplo, segin la siguiente Tabla. 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 mas a la derecha se sustituyen entre si.

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

{ALIFATICO No polar GAP

Polar - sin carga CSTM

Polar - cargado DE

' AROMATICO HFWY
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En algunas realizaciones, la o las sustituciones pueden ser funcionalmente conservativas. Es decir, en algunas
realizaciones, la sustitucion puede no afectar (o puede no afectar sustancialmente) a una o mas propiedades
funcionales (por ejemplo, afinidad de union) de la molécula de anticuerpo que comprende la sustitucion en
comparacién con la molécula de anticuerpo sin sustituir equivalente.

Cuando la molécula de anticuerpo comprende una variante de una secuencia de bucle estructural AB, dominio CH3,
0 secuencia de cadena pesada como se divulga en la presente memoria, la molécula de anticuerpo retiene la
secuencia PPY entre las posiciones 15y 17, del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo. Ademas, la molécula de
anticuerpo retiene una insercion de 5 aminoacidos entre las posiciones 16 y 17 del dominio CH3 de la molécula de
anticuerpo. También se divulga en la presente memoria, que la molécula de anticuerpo puede retener la secuencia en
las posiciones 97 y 98 del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo.

Cuando la molécula de anticuerpo comprende una variante de la secuencia del dominio CH3, dominio CH2 y CH3,
cadena ligera o cadena pesada divulgada en la presente memoria, la variante no comprende ninguna alteracién de
aminoacidos en la primera y segunda secuencia localizada en los bucles estructurales AB y EF del dominio CH3 de la
molécula de anticuerpo. Por ejemplo, la variante puede no comprender ninguna alteracion de aminoé&cidos en los
bucles estructurales AB y EF del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo. Adicionalmente, la variante puede no
comprender ninguna alteracion de aminoacidos en el bucle estructural CD del dominio CH3 de la molécula de
anticuerpo. Es decir, la variante puede no comprender ninguna alteracién de aminoacidos en los bucles estructurales
AB y EF del dominio CH3 de la molécula de anticuerpo.

Cuando la molécula de anticuerpo comprende una variante de una secuencia de cadena ligera o cadena pesada
divulgada en la presente memoria, la molécula de anticuerpo no comprende ninguna alteracién de aminoacidos en las
secuencias de CDR. Por ejemplo, la variante puede no comprender ninguna alteracién de aminoéacidos en las
secuencias de CDR1, CDR2, CDR3, CDR4, CDR5 y/o CDR6.

La molécula de anticuerpo se une preferiblemente a PD-L1 humano y CD137 humano. Preferiblemente, la molécula
de anticuerpo es capaz de unirse simultdneamente a PD-L1 humano y CD137 humano, en donde CD137 humano y
PD-L1 humano se coexpresan. Como se usa en la presente memoria, la coexpresion significa que las dos dianas se
expresan en la superficie de una sola célula, o en la superficie de dos células separadas. Por ejemplo, la molécula de
anticuerpo puede ser capaz de unirse a PD-L1 humano y CD137 humano cuando PD-L1 humano y CD137 humano
se coexpresan en una Unica célula, por ejemplo, una célula inmunitaria, asi como puede ser capaz de unirse a PD-L1
humano y CD137 humano cuando PD-L1 humano y CD137 humano se coexpresan en dos células separadas, por
ejemplo, una célula inmunitaria que expresa CD137 y una célula tumoral separada que expresa PD-L1 en el
microentorno tumoral.

La molécula de anticuerpo se une preferiblemente a PD-L1 humano con una afinidad (Kp) de 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM,
4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,4 nM o 0,3 nM o con una afinidad mas alta. Preferiblemente, la molécula de
anticuerpo se une a PD-L1 humano, con una afinidad (Kp) de 0,3 nM, o con una afinidad mas alta.

El PD-L1 humano puede, por ejemplo, tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 180. El PD-L1 humano puede
ser, por ejemplo, PD-L1 humano recombinante con una etiqueta Avi (hPD-L1-Avi-His), disponible en Acro Biosystems
(nimero de catélogo: PD1-H82ES5). El PD-L1 humano recombinante puede biotinilarse.

La molécula de anticuerpo se une preferiblemente a CD137 dimérico humano con una afinidad (Kp) de 60 nM, 50 nM,
40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM o 2 nM, o con una afinidad mas alta. Preferiblemente, la molécula de
anticuerpo se une a CD137 dimérico humano, con una afinidad (Kp) de 2 nM, o con una afinidad mas alta.

En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo se une a CD137 dimérico con una afinidad mas alta que a
CD137 monomérico. En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo se une a CD137 dimérico con una afinidad
que es al menos 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 110 veces, 120 veces, 130 veces, 140
veces, 150 veces, 160 veces, 170 veces 0 200 veces mas alta que la afinidad de la molécula de anticuerpo por CD137
monomeérico.

ElI CD137 humano puede, por ejemplo, tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 186. Los métodos para producir
antigenos CD137 diméricos y monoméricos se describen en los ejemplos.

La molécula de anticuerpo se une preferiblemente a PD-L1 de cynomolgus y CD137 de cynomolgus. Preferiblemente,
la molécula de anticuerpo es capaz de unirse simultaneamente a PD-L1 de cynomolgus y CD137 de cynomolgus, en
donde PD-L1 de cynomolgus y CD137 de cynomolgus se expresan en la superficie de una unica célula, o en la
superficie de dos células separadas.

En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo puede unirse a PD-L1 de cynomolgus con una afinidad (Ko}
de 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,4 nM o 0,3 nM o con una afinidad mas alta.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo se une a PD-L1 de cynomolgus, con una afinidad (Ko) de 1 nM, o con una
afinidad mas alta.

El PD-L1 de cynomolgus puede, por ejemplo, tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 184.
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En una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo puede unirse a CD137 dimérico de cynomolgus con una
afinidad (Ko) de 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM o 2 nM o con una afinidad mas alta.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo se une a CD137 dimérico de cynomolgus, con una afinidad (Ko) de 2 nM,
0 con una afinidad mas alta.

La molécula de anticuerpo puede unirse a PD-L1 humano y PD-L1 de cynomolgus con una afinidad similar, y/o unirse
a CD137 dimérico humano y CD137 de cynomolgus dimérico con afinidad similar. Se cree que esto es beneficioso
para garantizar que los estudios de eficacia y toxicidad llevados a cabo con la molécula de anticuerpo en monos
cynomolgus sean predictivos de la eficacia y toxicidad de la molécula de anticuerpo en seres humanos.

Por tanto, en una realizacién preferida, la molécula de anticuerpo se une a PD-L1 de cynomolgus con una afinidad
que no es mas de 10 veces, preferiblemente no mas de 5 veces menor o mayor que la afinidad con la que la molécula
de anticuerpo se une a PD-L1 humano. En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo se une a CD137
dimérico de cynomolgus con una afinidad que no es mas de 10 veces, preferiblemente no mas de 5 veces menor o
mayor que la afinidad con la que la molécula de anticuerpo se une a CD137 dimérico humano.

La afinidad de unién de una molécula de anticuerpo a un antigeno cognado, tal como PD-L1 humano, CD137 humano,
PD-L1 de cynomolgus o CD137 de cynomolgus puede determinarse mediante resonancia de plasmoén superficial
(SPR), tal como Biacore, por ejemplo. En los Ejemplos se describen detalles adicionales de métodos adecuados.

La capacidad de una molécula de anticuerpo para unirse simultaneamente a dos antigenos cognados, por ejemplo,
PD-L1 humano y CD137 humano, o PD-L1 de cynomolgus y CD137 de cynomolgus, puede determinarse mediante
SPR, tal como Biacore, por ejemplo. En los Ejemplos se describen detalles adicionales de métodos adecuados.

La molécula de anticuerpo puede ser capaz de bloquear la interaccion entre PD-L1 y su receptor, PD-1,
preferiblemente PD-L1 humano y PD-1 humano.

Se sabe que la ruta de sefializacion de PD-1/PD-L1 es importante en la mediacién de la supresién inmunitaria. Por lo
tanto, se espera que las moléculas de anticuerpo que son capaces de bloquear esta ruta sean ventajosas porque
pueden reducir la supresion inmunitaria y ayudar a aumentar la respuesta antitumoral. La inhibicién de la sefializacién
de PD-1/PD-L1 y la activacion de CD137 pueden funcionar juntas para aumentar la potencia antitumoral.

La capacidad de una molécula de anticuerpo para bloquear la unién de PD-L1 a PD-1 puede determinarse usando un
ensayo bioluminiscente basado en células , por ejemplo, usando un producto de bioensayo de bloqueo de PD-1/PD-
L1, por ejemplo, de Promega. La capacidad de una molécula de anticuerpo para bloquear la uniéon de PD-L1 a PD-1
puede determinarse usando ELISA. En los Ejemplos se describen detalles adicionales de estos ensayos.

La capacidad de una molécula de anticuerpo para bloguear la unién de PD-L1 a PD-1, también denominada actividad
bloqueante de PD-1/PD-L1 en la presente memoria, puede determinarse por referencia a una molécula de anticuerpo
que comprende o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo 2.14H9OPT mostrado en
W02011/066389 A1, respectivamente, o la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo G1/280_02_G02
mostrada en las SEQ ID NO 177 y 178, respectivamente.

Por ejemplo, la molécula de anticuerpo puede tener un nivel similar o superior de actividad bloqueante de PD-1/PD-
L1 que una molécula de anticuerpo que comprende o consiste en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo
2.14H90PT mostrado en W0O2011/066389 A1, o la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo G1/280_02_G02
mostrado en las SEQ ID NO 177 y 178, respectivamente.

La molécula de anticuerpo puede tener una actividad bloqueante de PD-1/PD-L1 que es al menos €l 70 %, 80 % o
90 % de la actividad bloqueante de PD-1/PD-L1 de una molécula de anticuerpo que comprende o consiste en la
secuencia de cadena pesada y la secuencia de cadena ligera del anticuerpo 2.14H9OPT mostrado en
W02011/066389 A1, o la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo G1/280_02_G02 mostrado en las SEQ ID
NO 177 y 178, respectivamente.

La molécula de anticuerpo puede tener una actividad bloqueante de PD-1/PD-L1 que esta entre el 70 % y el 130 %,
el 80 % y el 120 %, o0 el 90 % y el 110 % de la actividad bloqueante de PD-1/PD-L1 de una molécula de anticuerpo
que comprende o consiste en la secuencia de cadena pesada y la secuencia de cadena ligera del anticuerpo
2.14H90PT mostrado en W0O2011/066389 A1, o la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo G1/280_02_G02
mostrado en las SEQ ID NO 177 y 178, respectivamente.

Como se ha descrito anteriormente, las moléculas de anticuerpo de la invencidon son capaces de unirse
simultaneamente a PD-L1 y CD137, lo que da como resultado la activacion (agonismo) de CD137. En una realizacion
preferida, la molécula de anticuerpo es capaz de unirse simultdneamente tanto a PD-L1 humano como a CD137
humano, en donde dicha unién provoca la activacion de CD137 humano. En una realizacién adicionalmente preferida,
la molécula de anticuerpo es capaz de unirse simultaneamente tanto a PD-L1 de cynomolgus como a CD137 de
cynomolgus, en donde dicha unién provoca la activacién de CD137 de cynomolgus. Los métodos ejemplares para
ensayar la union simultdnea y la activacion incluyen ensayos de activacion de células T, como se describe con mas
detalle a continuacion.
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La capacidad de una molécula de anticuerpo para activar las células T puede medirse usando un ensayo de activacion
de células T. Las células T liberan IL-2 tras la activacion. Por lo tanto, un ensayo de activacion de células T puede
medir la liberacion de IL-2 para determinar €l nivel de activacion de células T inducida por la molécula de anticuerpo.

Por ejemplo, la capacidad de la molécula de anticuerpo para activar las células T se determina midiendo la
concentracion de la molécula de anticuerpo requerida para lograr la liberacién mitad de la maxima de IL-2 por las
células T en un ensayo de activacién de células T. Esto se denomina, mas adelante, CEso.

En una realizacion preferida, la molécula de anticuerpo tiene una CEso en un ensayo de activacion de células T que
esta dentro de 50 veces, 40 veces, 30 veces, 20 veces, 10 veces, 5 veces, 4 veces, 3 veces 0 2 veces de la CEso de
FS22-172-003-AA/E12v2 en el mismo ensayo, en donde F822-172-003-AA/E12v2 consiste en la cadena pesada de
la SEQ ID NO: 134 y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 17.

Por ejemplo, la molécula de anticuerpo puede tener una CEso en un ensayo de activacion de células T de 30 nM o
menos, 25 nM o menos, 20 nM o menos, 14 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM o0 menos, 4 nM o0 menos, 3 nM o
menos, 2 nM o menos, 1,5 nM o menos, 1 nM o menos, 0,4 nM o menos, 0,4 nM o menos, o 0,3 nM o0 menos,
preferiblemente 1 nM o menos, mas preferiblemente 1,5 nM o menos cuando la molécula de anticuerpo se reticula.

Ademas, o alternativamente, la capacidad de una molécula de anticuerpo para activar las células T puede
determinarse midiendo la concentracién maxima de IL-2 liberada por las células T en un ensayo de activacién de
células T en presencia de la molécula de anticuerpo (Emax).

La molécula de anticuerpo puede tener una concentracion maxima de IL-2 liberada por las células T en un ensayo de
activacion de células T en presencia de la molécula de anticuerpo de al menos 1.500 pg/ml, 2.000 pg/ml, 2.500 pg/ml,
3.000 pg/ml 0 3.250 pg/ml o mas, preferiblemente 2.500 pg/ml o0 mas.

En una realizacion preferida, la concentracién maxima de IL-2 liberada por las células T en un ensayo de activacion
de células T en presencia de la molécula de anticuerpo esta dentro del 20 %, o 10 % de la concentracion maxima de
IL-2 liberada por las células T en presencia de FS22-172-003-AA/E12v2 en el mismo ensayo, en donde FS22-172-
003-AA/E12v2 consiste en la cadena pesada de la SEQ ID NO: 134 y la cadena ligera de la SEQ ID NO: 17.

El ensayo de activacién de células T comprende preferiblemente células T que expresan CD137 y células que
expresan PD-L1, por ejemplo, se pueden preparar células HEK293 que sobreexpresan PD-L1 humano (HEK.hPD-L1)
y usar como se describe en los Ejemplos. Alternativamente, o adicionalmente, pueden usarse células que expresan
un nivel diferente de PD-L1, tales como las células de la linea celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-
MB-231 (ATCC HTB-26) y/o células SKBR3. Como se describe en los Ejemplos, HEK.hPD-L1 expresa un alto nivel
de PD-L1 humano, las células MDA-MB-231 expresan un nivel medio de PD-L1 humano y las células SKBR3 expresan
un nivel bajo de PD-L1.

En una realizacion preferida, el ensayo de activacion de células T no comprende ninglin agente capaz de reticular la
molécula de anticuerpo distinta de células que expresan CD137 y PD-L1. Los ejemplos de agentes capaces de reticular
la molécula de anticuerpo incluyen un anticuerpo anti-CH2 humano, como se describe en los Ejemplos.

El ensayo de activaciéon de células T puede ser un ensayo de células T como se describe en la presente memoria, tal
como un ensayo de células T generales como se describe en los presentes Ejemplos.

Por ejemplo, un ensayo de activaciéon de células T puede ser un ensayo de liberacion de IL-2 basado en células T
aisladas de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas. Por ejemplo, el ensayo de activacion de
células T puede comprender aislar PBMC humanas de conos de deplecién de leucocitos. Los métodos para aislar
PBMC se conocen en la técnica y se describen en los presentes ejemplos. Las células T pueden aislarse a
continuacion de las PBMC. Los métodos para aislar células T (todas las células T) de PBMC se conocen en la técnica
y se describen en los presentes Ejemplos.

El ensayo de activacién puede implicar preparar el nimero requerido de células T, por ejemplo, en medios
experimentales, tales como un medio de células T. El nimero requerido de células T puede prepararse a una
concentracion de 1,0 x 108 células/ml. Las células T pueden estimularse después usando un reactivo de activacion de
células T adecuado que proporcione las sefiales requeridas para la activacion de las células T. Por ejemplo, el reactivo
de activacién de células T puede ser un reactivo que comprende CD3 y CD28, tal como perlas que comprenden CD3
y CD28. Las células T aisladas pueden incubarse durante la noche con el reactivo de activacion de células T para
activar las células T. Después de esto, las células T activadas pueden lavarse para separar las células T del reactivo
de activacion de células T y resuspenderse en medio de células T a una concentracién adecuada, tal como 2,0 x 108
células/ml. Las células T activadas pueden afiadirse después a placas recubiertas con anticuerpo anti-CD3 humano.

Las células (por ejemplo, células HEK.hPD-L1) se pueden sembrar en placas, por ejemplo, a 2 x 10° células por pocillo
en placas de cultivo tisular recubiertas con anticuerpo anti-CD3 en medio de cultivo de células T. Después de, por
ejemplo, 4 horas de incubacion, todo el medio de cultivo de células T puede retirarse y reemplazarse con 100 pl de
medio de cultivo de células T que contiene células T, por ejemplo, a una concentracion de 5,0 x 10° células/ml lo que
da como resultado 5,0 x 10* células/pocillo.
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Se puede preparar una dilucién adecuada de cada molécula de anticuerpo de ensayo y afiadir a los pocillos. Las
células T pueden entonces incubarse a 37 °C, CO:z al 5 % durante 24 horas con el anticuerpo de ensayo.

Los sobrenadantes pueden recogerse y ensayarse para determinar la concentracién de IL-2 en el sobrenadante. Los
métodos para determinar la concentracion de IL-2 en una solucion son conocidos en la técnica y se describen en los
presentes ejemplos. La concentracion de IL-2 humana puede representarse frente al logaritmo de la concentracion de
la molécula de anticuerpo. Las curvas resultantes pueden ajustarse usando la ecuacién log (agonista) frente a
respuesta.

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
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, la citocina puede ser una citocina que estimula la activacion y/o
proliferacion de las células T. Los ejemplos de citocinas para la conjugacion con la molécula de anticuerpo incluyen
IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, GM-CSF e IFN-y.

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.

Alternativamente, la molécula bioactiva puede ser un radioisétopo terapéutico.

La radioinmunoterapia se usa en el tratamiento del cancer, por ejemplo. Los radioisotopos terapéuticos adecuados
para radioinmunoterapia son conocidos en la técnica e incluyen itrio-90, yodo-131, bismuto-213, astatina-211, lutecio
177, renio-188, cobre-67, actinio-225, y yodo-125 y terbio-161.

Los marcadores detectables adecuados que pueden conjugarse con moléculas de anticuerpo se conocen en la técnica
e incluyen radioisétopos 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 rabano picante; colorantes de fésforo o laser con caracteristicas de absorcién o emisién espectralmente
aisladas; y restos quimicos, tales como biotina, que pueden detectarse mediante unién a un resto detectable cognado
especifico, por ejemplo, avidina marcada.

La molécula de anticuerpo puede conjugarse con la molécula bioactiva o marcador detectable por medio de 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 5 a 20, de 5 a 15, de 10
a25,de 10 a 20 o de 10 a 15 aminoacidos.

En algunas realizaciones, la molécula bioactiva puede conjugarse con la molécula de anticuerpo mediante un conector
escindible. El conector puede permitir la liberacién de la molécula bioactiva de la molécula de 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 hidrélisis
mediada por &cido.

La invencion también proporciona una molécula o moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una molécula
de anticuerpo de la invencion. El experto en la técnica no tendria dificultad para preparar tales moléculas de acido
nucleico usando métodos bien conocidos en la técnica.

La molécula o moléculas de acido nucleico pueden comprender, por ejemplo, la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
82, 91, 0 116, que codifican los dominios CH3 de FS22-053-008, FS22-053-017, y FS22-172-003, respectivamente.
Preferiblemente, la molécula o moléculas de &cido nucleico comprenden la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 116
u 82, que codifican el dominio CH3 de FS22-172-003 o FS22-053-008, respectivamente. Mas preferiblemente, la
molécula o moléculas de acido nucleico comprenden la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 116, que codifica el
dominio CH3 de F$22-172-003.

La molécula o moléculas de acido nucleico pueden codificar el dominio VH y/o el dominio VL, preferiblemente el
dominio VH y el dominio VL del anticuerpo E12v2, E05v2, o G12v2, preferiblemente E12v2 o EO05v2, mas
preferiblemente E12v2. Las secuencias del dominio VH y VL de estos anticuerpos se describen en la presente
memoria.

Por ejemplo, la(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) comprender:

(i) la secuencia de acido nucleico del dominio VH del anticuerpo E12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 13, y/o la
secuencia de &cido nucleico del dominio VL del anticuerpo E12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 15; o
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(i) la secuencia de acido nucleico del dominio VH del anticuerpo E05v2 expuesta en la SEQ ID NO: 24, y/o
la secuencia de acido nucleico del dominio VL del anticuerpo EQ5v2 expuesta en la SEQ ID NO: 26; o

(i) la secuencia de acido nucleico del dominio VH del anticuerpo G12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 24, y/o
la secuencia de acido nucleico del dominio VL del anticuerpo G12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 31.

La molécula o moléculas de acido nucleico pueden codificar la cadena pesada y/o la cadena ligera, preferiblemente la
cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo F$22-172-003-AA/E12v2, FS$22-172-003-AA/EQ5v2, FS22-172-003-
AA/G12v2, FS22-053-008-AA/E12v2, o FS22-053-008-AA/EQ5v2, preferiblemente del anticuerpo FS22-172-003-
AA/E12v2. Las secuencias de cadena pesada y cadena ligera de estos anticuerpos se describen en la presente
memoria.

Por ejemplo, la(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) comprender:

(i) la secuencia de acido nucleico de cadena pesada del anticuerpo FS22-172-003-AA/E12v2 expuesta en la
SEQ ID NO: 32 o 135, y/o la secuencia de acido nucleico de cadena ligera del anticuerpo F$22-172-003-
AA/E12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 39 0 136; 0

(i) la secuencia de acido nucleico de cadena pesada del anticuerpo FS22-172-003-AA/EQ5v2 expuesta en
la SEQ ID NO: 138, y/o la secuencia de &cido nucleico de cadena ligera del anticuerpo FS22-172-003-
AA/EQ5v2 expuesta en la SEQ ID NO: 139;

(iii) la secuencia de acido nucleico de cadena pesada del anticuerpo FS$22-172-003-AA/G12v2 expuesta en
la SEQ ID NO: 141, y/o la secuencia de &cido nucleico de cadena ligera del anticuerpo FS22-172-003-
AA/G12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 142;

(iv) la secuencia de acido nucleico de cadena pesada del anticuerpo FS$22-053-008-AA/E12v2 expuesta en
la SEQ ID NO: 144, y/o la secuencia de &cido nucleico de cadena ligera del anticuerpo FS22-053-008-
AA/E12v2 expuesta en la SEQ ID NO: 145; 0

(v} la secuencia de acido nucleico de cadena pesada del anticuerpo F$22-053-008-AA/EQ5v2 expuesta en
la SEQ ID NO: 147, y/o la secuencia de &cido nucleico de cadena ligera del anticuerpo FS22-053-008-
AA/EQ5v2 expuesta en la SEQ ID NO: 148.

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 que comprende un acido nucleico como se ha descrito anteriormente. Los
vectores adecuados pueden elegirse 0 construirse, conteniendo secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo
secuencias promotoras, fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilacién, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias, segun sea apropiado.

Preferiblemente, el vector contiene secuencias reguladoras apropiadas para dirigir la expresion 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 &cido nucleico 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.

Otro aspecto de la invencion 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 y, opcionalmente,
aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo asi producida. Los métodos para cultivar células huésped son bien
conocidos en la técnica. El método puede comprender ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo. Las
técnicas para la purificacion 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 formular la molécula de anticuerpo en una composicién farmacéutica, opcionalmente con
un excipiente farmacéuticamente aceptable u otra sustancia como se describe a continuacién.

Se sabe que PD-L1 se expresa en muchas células cancerosas y se expresa en células del sistema inmunitario. CD137
se expresa en células del sistema inmunitario, incluyendo células T, en particular, células T CD8*, células B, células
NK y linfocitos infiltrantes de tumores (TIL). CD137 se expresa a un nivel inferior en células T CD4* que en células T
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CD8+, pero también se ha mostrado que esta implicado en la induccién de la proliferacion y activacion de algunos
subconjuntos de células T CD4+.

Se ha mostrado que la activacién de CD137 desempefia un papel en la mejora de la proliferacién, supervivencia y la
funcién efectora citotéxica de células T CD8*, asi como en la diferenciacion de células T CD8* y el mantenimiento de
células T CD8* de memoria. También se ha demostrado que la activacion de CD137 potencia la ADCC mediada por
células NK, asi como la proliferacion, supervivencia y produccién de citocinas de células B.

Como se describe con detalle en la presente memoria, los presentes inventores han demostrado que las moléculas
de anticuerpo de la invencion son capaces de unirse simultdneamente a PD-L1 y CD137 con el fin de inducir agonismo
de CD137. De esta manera, la molécula de anticuerpo dirige el agonismo de manera auténoma, basandose en la
expresion de PD-L1 y CD137, y sin la necesidad de agentes de reticulacion adicionales. Dado que PD-L1 se expresa
en muchas células cancerosas y CD137 se expresa en células inmunitarias, donde tiene un papel conocido en
potenciar la proliferacion y supervivencia de las células inmunitarias, se espera que las moléculas de anticuerpo de la
invencién sean capaces de potenciar una respuesta inmunitaria en localizaciones donde se expresa PD-L1, por
ejemplo, en el microentorno tumoral. Ademas, los presentes inventores han mostrado que el uso de una molécula de
anticuerpo que tiene estas propiedades es eficaz en la supresion del crecimiento tumoral en modelos de cancer de
ratén singénico, y que tales moléculas de anticuerpo son mas eficaces que la administracién de dos moléculas de
unién que se unen a PD-L1 y CD137, respectivamente.

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.

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

(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,

(iii) el uso de una molécula de anticuerpo descrita en la presente memoria en la fabricacién de un medicamento
para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno; v,

(iv) un método para tratar una enfermedad o trastorno en un individuo, en donde el método comprende administrar
al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de anticuerpo como se describe en la presente
memoria.

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

El tratamiento puede ser cualquier tratamiento o terapia en donde se logra algin efecto terapéutico deseado, por
ejemplo, la inhibicién o el retraso del progreso de la afeccién, e incluye una reduccioén en la tasa de progreso, una
detencién en la tasa de progreso, mejora de la afeccién, cura o remision (ya sea parcial o total) de la afeccion,
prevencién, mejora, retraso, reduccién o detenciéon de uno mas sintomas y/o signos de la afeccién o prolongacién de
la supervivencia de un individuo o paciente mas alla de lo esperado en ausencia de tratamiento.

También se incluye el tratamiento como medida profilactica (es decir, profilaxis). Por ejemplo, un individuo susceptible
a o en riesgo de la aparicién o reaparicion de una enfermedad tal como cancer puede tratarse como se describe en la
presente memoria. Tal tratamiento puede prevenir o retrasar la aparicion o reaparicion 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 0 en combinacién con uno 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 por separado 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, la terapia adicional puede ser una terapia conocida o un agente terapéutico 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 composicién 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 como se describe en la presente memoria. También se proporciona un método
que comprende formular una molécula de anticuerpo en una composicion farmacéutica.
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Las composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas de la molécula de anticuerpo, un excipiente, vehiculo,
tampon, 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 dosificacién 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, irritacion, respuesta alérgica
excesivas u otro problema o complicacién, en consonancia con una relacién 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 infusién, inyeccién o cualquier otra via adecuada, como se analiza a continuacion.

Para administracién parenteral, por ejemplo, subcutanea o intravenosa, por ejemplo, por inyeccién, la composicién
farmacéutica que comprende la molécula de anticuerpo puede estar en forma de una solucién acuosa parenteralmente
aceptable que esta libre de pirdbgenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los expertos en la técnica son
capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isotonicos, tales como inyeccion de cloruro
sodico, inyeccion de Ringer, inyeccion de Ringer lactato. Pueden emplearse conservantes, estabilizantes, tampones,
antioxidantes y/u otros aditivos seglin se requiera, incluyendo tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes, tales como acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3'-pentanol;
y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular; proteinas, tales como alblimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina, asparaginas, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas;
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 Zn-proteina); y/o tensioactivos
no idnicos, 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 administraciéon. Por ejemplo, las moléculas de anticuerpo liofilizadas pueden reconstituirse
en agua estéril y mezclarse con solucion salina antes de la administracion a un individuo.

La administracién puede ser en una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo esta suficiente para mostrar beneficio
a un individuo. La cantidad real administrada, y la velocidad y el transcurso temporal de la administracién, dependeran
de la naturaleza y gravedad de lo que se esté tratando, del individuo particular que se esté tratando, del estado clinico
del individuo, de la causa del trastorno, del sitio de administraciéon de la composicion, del tipo de molécula de
anticuerpo, del método de administracién, de la programacién de la administracion 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 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) Int. J. Cancer 47: 659-664; y Bagshawe et al. (1991) Antibody, Inmunoconjugates
and Radiopharmaceuticals 4: 915-922). Se pueden usar las dosificaciones especificas indicadas en la presente
memoria, o en la 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
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 localizacién del area a tratar, y la naturaleza precisa de la
molécula de anticuerpo.

Una dosis tipica de anticuerpo esta en el intervalo de 100 pg a 1 g para aplicaciones sistémicas, y de 1 yga 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 Unico 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, de 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 composicién de anticuerpo, la via de administracién y la naturaleza de la afeccién que se esta
tratando.

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

En una realizacion preferida, una molécula de anticuerpo como se describe en la presente memoria puede ser para
su uso en un método de tratamiento del cancer.
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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 proliferacion anormal de células malignas de otro tejido, tal como tejido ovarico, no es un
cancer de mama como se hace referencia 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
€s 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 TIL que expresan CD137, por ejemplo, en su superficie celular. En una realizacién, se puede haber
determinado que el tumor comprende TIL que expresan CD137. 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 créonica (CLL); linfomas, tales como
linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin y mieloma multiple; y canceres solidos, 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 (por ejemplo, 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 uterino (por ejemplo,
cancer de células escamosas de cuello uterino y adenocarcinoma de cuello uterino), 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 estdmago (por ejemplo, adenocarcinoma de estdbmago), cancer testicular, cancer de la vesicula biliar y los
tractos biliares (por ejemplo, colangiocarcinoma), cancer de tiroides, cancer de timo, cancer de hueso 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 sélido.

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 melanoma, cancer de vejiga, cancer cerebral,
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de cuello uterino, cancer de higado,
cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico, cancer renal, cancer de estdmago y tumores estromales
gastrointestinales (GIST).

En una realizacion preferida adicional, el cancer que se va a tratar usando una molécula de anticuerpo como se
describe en la presente memoria puede ser un cancer que responde al tratamiento con uno mas inhibidores de puntos
de control, tal como un anticuerpo que se une a PD-1, PD-L1 o CTLA4. Se cree que tales tumores tienen niveles de
TIL mas altos y/o carga mutacional tumoral mas alta que los tumores que no responden a la terapia con inhibidores
de puntos de control. Tales tumores se denominan también tumores templados o calientes.

Los ejemplos de tales tumores incluyen carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), melanoma,
cancer de pulmén (tal como cancer de pulmén escamoso, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de
células no pequefias [NSCLC] o carcinoma de pulmén de células pequerias [SCLC]), cancer de prostata, cancer de
cuello uterino (tal como carcinoma de células escamosas de cuello uterino o adenocarcinoma endocervical), cancer
de vejiga, cancer de mama, cancer de tiroides, cancer de rifién, cancer colorrectal (MSI o MSS; por ejemplo,
adenocarcinoma colorrectal), cancer esofagico, linfoma no de Hodgkin (NHL), cancer gastrico, cancer endometrial,
cancer pancreatico, cancer ovarico, carcinoma hepatocelular, mesotelioma, cancer urotelial, carcinoma de células de
Merkel y adenocarcinoma de estbmago. En una realizacion preferida, el cancer es HNSCC. El cancer puede ser
ademas un cancer que no ha sido tratado previamente con un agente quimioterapéutico radioterapéutico, es decir, €l
individuo a tratar puede ser un paciente con cancer que no ha recibido tratamiento con un agente quimioterapéutico o
radioterapéutico para el cancer en cuestion.

Alternativamente, el cancer que se va a tratar usando una molécula de anticuerpo como se describe en la presente
memoria puede ser un cancer, tal como cancer pancreatico o cancer de préstata que no responde al tratamiento con
uno mas inhibidores de puntos de control, tal como un anticuerpo que se une a PD-1, PD-L1 o CTLA4. Un individuo
tratado con un anticuerpo de la invencién puede ser, por tanto, un paciente con cancer, tal como un paciente con
cancer pancredtico o cancer de prostata, con una respuesta inadecuada previa a uno mas inhibidores de puntos de
control, tales como un anticuerpo anti-PD-L1 o anti-PD-1.
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Los tumores que no responden al tratamiento con uno mas inhibidores de puntos de control también se denominan
tumores frios. Sin desear estar limitado por la teoria, se cree que el tratamiento de un cancer, que no responde al
tratamiento con uno mas inhibidores de puntos de control solos, con quimioterapia, radioterapia, un agente
inmunoterapéutico, tal como un agente inmunoestimulador, o una vacuna antitumoral dara como resultado la muerte
de las células cancerosas que a su vez dara como resultado un aumento en los TIL en el tumor y una mayor expresion
de receptores inmunosupresores, que a su vez hara que el cancer responda al tratamiento con inhibidores de puntos
de control, es decir, convertira un tumor frio en un tumor caliente. Por tanto, la molécula de anticuerpo de la invencion
puede ser para su uso en un método de tratamiento del cancer en un individuo, en donde el cancer no responde, o es
refractario, al tratamiento con uno mas inhibidores de puntos de control solos, y en donde el método comprende
administrar la molécula de anticuerpo al individuo en combinacién con un agente quimioterapéutico, radioterapéutico
inmunoestimulador, o una vacuna anticancerosa. También se contempla un método para tratar un cancer en un
individuo, en donde el cancer no responde, 0 es refractario, al tratamiento con uno mas inhibidores de puntos de
control solos, y en donde el método comprende administrar la molécula de anticuerpo al individuo en combinacion con
un agente quimioterapéutico, radioterapéutico o inmunoestimulador, o una vacuna anticancerosa.

En el contexto del cancer, el tratamiento puede incluir inhibir el crecimiento del cancer, incluyendo la remision completa
del cancer, y/o inhibir la metastasis 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 disminucion en
la supervivencia de las células cancerosas, una disminucién en el volumen o morfologia del tumor (por ejemplo, como
se determina usando tomografia computarizada (CT), sonografia u otro método de imagenologia), un crecimiento
tumoral retardado, una destrucciéon de la vasculatura tumoral, rendimiento mejorado en la prueba de piel de
hipersensibilidad retardada, un aumento en la actividad de las células inmunitarias anticancerosas u otras respuestas
inmunitarias anticancerosas y una disminucion en los niveles de antigenos especificos de tumor. La activaciéon o
potenciacion de respuestas inmunitarias 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
para disminuir la propensién 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 otra terapia o agente terapéutico anticanceroso, tal como una terapia
0 agente terapéutico anticanceroso que se ha mostrado que es adecuado, o potencialmente adecuado, para el
tratamiento del cancer en cuestién. Por ejemplo, la molécula de anticuerpo puede administrarse al individuo en
combinacion con un agente quimioterapéutico, radioterapia, un radion(iclido, 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), TIL autélogas o células T gamma/delta,
0 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 combinacién con quimioterapia o radioterapia, por ejemplo, desencadenara una
respuesta inmunitaria mayor contra el cancer que la que se logra con quimioterapia o radioterapia sola.

Uno més agentes quimioterapéuticos para administraciéon en combinacién con una molécula de anticuerpo como se
describe en la presente se pueden seleccionar del grupo que consiste en: taxanos, antibidticos citotoxicos, 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 nucleésidos,
antifolatos, derivados de talidomida, agentes quimioterapéuticos antineoplasicos y otros. Los taxanos incluyen
docetaxel, paclitaxel y nab-paclitaxel; los antibiéticos citotdxicos 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 vy
temozolomida; los analogos de platino incluyen carboplatino, cisplatino y oxaliplatino; los analogos de nucledsidos
incluyen azacitidina, capecitabina, fludarabina, fluorouracilo y gemcitabina y; los antifolatos incluyen metotrexato y
pemetrexed. Otros agentes quimioterapéuticos adecuados para su uso en la presente invencion 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 la administracién en combinacién con una molécula de anticuerpo como se describe en la
presente memoria puede ser radioterapia de haz externo o braquiterapia.

Los radionuclidos para la administracién con una molécula de anticuerpo como se describe en la presente se pueden
seleccionar del grupo que consiste en: itrio-90, yodo-131, bismuto-213, astatina-211, lutecio 177, renio-188, cobre-67,
actinio-225, yodo-125 y terbio-161.
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Un agente inmunoterapéutico para la administracion en combinaciéon con una molécula de anticuerpo como se
describe en la presente memoria puede ser una molécula de anticuerpo terapéutico, nucleétido, citocina o terapia
basada en citocinas. Por ejemplo, la molécula de anticuerpo terapéutico puede unirse a una molécula reguladora
inmunitaria, por ejemplo, una molécula de punto de control inhibidora o una molécula coestimuladora inmunitaria, un
receptor del sistema inmunitario innato, o un antigeno tumoral, por ejemplo, un antigeno tumoral de la superficie celular
o un antigeno tumoral soluble. Los ejemplos de moléculas reguladoras del sistema inmune a las que puede unirse la
molécula de anticuerpo terapéutico incluyen CTLA-4, LAG-3, TIGIT, TIM-3, VISTA, PD-L1, PD-1, CD47, CD73, CSF-
1R, KIR, CD40, HVEM, IL-10 y CSF-1. Los ejemplos de receptores del sistema inmunitario innato a los que puede
unirse la molécula de anticuerpo terapéutico incluyen TLR4, TLR7, TLR9, receptores de tipo RIG-I (por ejemplo, RIG-
| y MDA-5), y STING. Los ejemplos de antigenos tumorales a los que puede unirse la molécula de anticuerpo
terapéutico incluyen HER2, EGFW, CD20 y TGF-beta.

El nucledtido para la administracion en combinaciéon 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, GM-CSF, IL-7, IL-12, IL-9, IL-15, IL-18, IL-21 conjugada e interferdn de tipo I.

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. 2000 Development of Cancer Vaccines). Esto implica
principalmente estrategias para provocar que el sistema inmunitario responda a diversos marcadores celulares
expresados por células cancerosas autélogas o alogénicas usando esas células como método de vacunacién, con y
sin factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF). El GM-CSF provoca una fuerte respuesta
en la presentacion de antigenos y funciona particularmente bien cuando se emplea con dichas estrategias.

Las caracteristicas divulgadas en la descripcién anterior, o en las siguientes reivindicaciones, o en los dibujos adjuntos,
expresadas en sus formas especificas 0 en términos de un medio para realizar la funcién divulgada, o un método o
proceso para obtener los resultados divulgados, segin sea apropiado, pueden, por separado, o en cualquier
combinacion de tales caracteristicas, utilizarse para realizar la invencién en las diversas formas de la misma.

Aunque la invencion se ha descrito junto con las realizaciones ejemplares descritas anteriormente, muchas
modificaciones y variaciones equivalentes seran evidentes para los expertos en la técnica cuando se les proporcione
esta divulgacién. Por consiguiente, las realizaciones ejemplares de la invencién expuestas anteriormente se
consideran ilustrativas y no limitativas.

Para evitar cualquier duda, cualquier explicacién tedrica proporcionada en la presente memoria se proporciona con €l
fin de mejorar la comprension de un lector. Los inventores no desean estar limitados por ninguna de estas
explicaciones tedricas.

Cualquier encabezamiento de seccién usado en la presente memoria es solo para fines organizativos y no debe
interpretarse como limitante de la materia objeto descrita.

A lo largo de esta memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera
lo contrario, la palabra "comprenden” e "incluyen", y variaciones tales como "comprende”, "que comprende" y "que
incluye" se entendera que implican la inclusién de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas
indicados, pero no la exclusién de cualquier otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Las referencias a los métodos de tratamiento mediante terapia o cirugia de esta descripcion deben interpretarse como
referencias a compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en
esos métodos.

Debe observarse que, tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un”, "una" y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Los intervalos
pueden expresarse en la presente memoria como de "aproximadamente" un valor particular y/o a "aproximadamente”
otro valor particular. Cuando se expresa dicho intervalo, otra realizacién incluye desde un valor particular y/o hasta el
otro valor particular. De manera similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante el uso del
antecedente "aproximadamente", se entendera que el valor particular forma otra realizacién. El término
"aproximadamente" en relacién con un valor numérico es opcional y significa, por ejemplo, +/- 10 %.

Ejemplos
Ejemplo 1: Seleccion y caracterizacion de antigenos

Los métodos de seleccién y cribado usados para identificar mAb? que son capaces de unirse a PD-L1 y CD137 y de
agonizar CD137 requerian €l uso de diversos antigenos de PD-L1 y CD137. La produccion de estos antigenos se
describe con mas detalle a continuacién.

31



10

15

20

25

30

35

40

ES 3 006 183 T3

1.1 Antigenos CD137 recombinantes

Los miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFRSF), tales como CD137, se
conocen por su tendencia a formar multimeros que se agrupan entre si cuando se unen a sus ligandos cognados
(Croft, M. 2003). Esta propension a agregarse por su funcionalidad hace dificil producir proteinas recombinantes
solubles que no se agregan en solucién para su uso en selecciones in vitro tales como presentacion en fagos y
levaduras y para la caracterizacion de proteinas seleccionadas.

Se ensayaron varios antigenos recombinantes disponibles comercialmente y se encontré que la mayoria era
inadecuada para su uso en estas selecciones debido a los niveles de agregados presentes. De los ensayados,
solamente la proteina de fusién hFc-CD137 secretada humana, biotinilada (BPS Biosciences, no. de catalogo 71171),
designada "hCD137-hFc-Avi-BPS" en lo sucesivo en la presente memoria, tenia una agregacion lo suficientemente
baja como para ser adecuada y se usé en selecciones, aunque con éxito limitado (véase el Ejemplo 2).

Como la mayoria de los antigenos disponibles comercialmente se consideraron inadecuados, se produjeron
internamente los siguientes antigenos CD137 diméricos y monoméricos recombinantes (véase la Tabla 1), para su
uso en las selecciones:

Tabla 1: Antigenos CD137

Tipo Designacion Especie Soluble o celular ; Biotinilado | Formato de antigeno
Recomb|nantemCD137chAV| ..... ..... Raton ............... SolubIeS| ................................... - |mero ......................
Recombinante mCD137-Avi-His Rat6n Soluble Si | Monomero
Recombinante hCD137-mFc-Avi §Humano Soluble | Si | Dimero
Recombinante hCD137-Avi-His éHumano Soluble Si Monomero
Recombinante c¢CD137-mFc-Avi Cyno Soluble Si Dimero

Se produjeron antigenos monoméricos clonando ADN que codificaba el dominio extracelular de CD137 humano (SEQ
ID NO: 186) o de raton (SEQ ID NO: 188) junto con una secuencia Avi y seis residuos histidina C-terminales en
vectores pFUSE modificados (Invitrogen no. de cat pfuse-mg2afc2) usando enzimas de restriccion EcoRI-HF y BamHI-
HF. Los vectores se transfectaron en células HEK293-6E (National Research Council of Canada), y el CD137
expresado se purificé usando una columna de niquel HisTrap™ excel (GE LifeSciences 29048586) y la cromatografia
de exclusion por tamafio (SEC) para asegurar que el antigeno era una especie Unica y no contenia agregados.

Para producir los antigenos diméricos, se clonaron construcciones de ADN que codificaban el dominio extracelular de
CD137 humano, de ratdén o de cynomolgus fusionado con el dominio Fc de migG2a junto con una secuencia Avi en
vectores pFUSE modificados y se transfectaron en células HEK293-6E. Se purificé CD137 recombinante usando una
columna de proteina A MabSelect SuRe™ (GE Healthcare, 11003494) y la cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC) para garantizar que el antigeno era una especie Unica y no contenia agregados.

Cada uno de los antigenos diméricos y monoméricos se biotinilaron usando un kit de reaccién de biotina-proteina
ligasa de biotina BirA (Avidity LLC, BirA500) para producir antigenos CD137 monoméricos marcados con una Unica
molécula de biotina y antigenos CD137 diméricos marcados con dos moléculas de biotina, una por cada uno de los
dos monémeros. Se mezclaron 3 mg de antigeno con 7,8 pl de mezcla de enzimas BirA hasta una relacién molar de
enzima a sustrato de 1:50. A continuacién, se afiadieron aditivos segun las recomendaciones del fabricante (142 ul de
Biomix A, 142 pl de Biomix B, 142 pl de biotina) y la mezcla de reaccién se incubd durante dos horas a temperatura
ambiente. Para mantener la integridad de la proteina biotinilada, el tampén de la mezcla de reaccién se intercambié
inmediatamente a DPBS (Life Technologies 14190-169) usando filtros Amicon de 30 um (Merck Millipore UFC503096).

Las proteinas se purificaron adicionalmente mediante SEC para asegurar la eliminaciéon de la enzima BirA y la
produccién de una preparacion final de proteina monodispersa de alta calidad sin agregados de alto peso molecular.
Con mas detalle, los materiales del mismo lote de produccién se mezclaron entre si y se analizaron para determinar
la estabilidad y la pureza mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de exclusién por tamafio (SE-HPLC),
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) y cromatografia de exclusion por tamarfio con dispersion de
luz multiangulo (SEC-MALS). La biotinilaciéon completa de las proteinas se confirmé en un gel de SDS-PAGE con
desplazamiento de estreptavidina. Se confirmé que los antigenos recombinantes humanos y de ratén se unian a
anticuerpos de control positivo anti-CD137 (20H4.9 (Patente de EE. UU. No. 7288638)) y Lob12.3 (Universidad de
Southampton), respectivamente) in vitro mediante resonancia de plasmén superficial (SPR) y a células DO11.10 que
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expresaban ligando de CD137 humano y de ratén mediante citometria de flujo. Las células se incubaron con los
antigenos CD137 durante 1 hora, y después se us6 un anticuerpo anti-fragmento Fc de ratdbn marcado
fluorescentemente para detectar la union celular. Se confirmé que el antigeno de cyno recombinante se unia a las
células DO11.10 (National Jewish Health) que expresaban ligando de CD137 de cyno mediante citometria de flujo
como se describié anteriormente. Para asegurar una pureza tan alta como fuera posible para los materiales usados
en los protocolos de seleccion, se realizé una caracterizacion de proteinas exhaustiva de los antigenos para asegurar
que la presencia de agregados de proteinas no excediera del 2 %.

1.2 Antigenos CD137 expresados en células

Se produjeron células DO11.10 (National Jewish Health) que expresaban CD137 de raton de longitud completa (SEQ
ID NO: 187) o CD137 humano (SEQ ID NO: 185), designadas 'DO11.10.mCD137' y 'DO11.10.hCD137'
respectivamente, con el fin de presentar el antigeno en una conformacién unida a membrana, mas similar a su forma
natural, para selecciones y caracterizacién adicional de Fcab seleccionados, como se enumera en la Tabla 2.

Se us6 transduccion lentiviral para generar estas células DO11.10 que sobreexpresaban receptores CD137 humanos
o de ratdén usando el Sistema de Empaquetamiento Lenti-X HTX (Clontech, no. de catalogo 631249). El vector de
expresion Lenti-X (pLVX) (Clontech, no. de catélogo 631253) que contenia ADNc¢ que codificaba el CD137 humano
(SEQ ID NO: 185) o que codificaba el CD137 de ratén (SEQ ID NO: 187) se cotransfectd con una Mezcla de
Empaguetamiento Lenti-X HTX en la linea celular Lenti-X 293T (Clontech, no. de catalogo 632180) para generar virus.
La linea celular DO11.10 se transdujo después con estos vectores lentivirales.

La expresion de CD137 humano o CD137 de ratén en estas células se confirmé mediante la unién de anticuerpos de
control positivo anti-CD137 20H4.9 y Lob12.3, respectivamente, a las células mediante citometria de flujo. Las células
se incubaron con los anticuerpos de control positivo humanos o de ratén durante 1 hora y después se usé un anticuerpo
de deteccion anti-Fc humano marcado fluorescentemente (Stratech Scientific Ltd, no. de catélogo 109-546-098-JIR)
para detectar la unién celular.

También se generaron células DO11.10 que expresaban CD137 de cynomolgus (SEQ ID NO: 189), designadas
'DO11.10.cCD137' usando la misma metodologia de transduccion lentiviral y se usaron para ensayar la reactividad
cruzada de Fcab anti-CD137 humano con CD137 de cynomolgus. La expresion de CD137 de cynomolgus se confirmé
mediante la unién de un anticuerpo de control positivo anti-CD137 (MOR7480.1, US 2012/0237498 A1) a las células
mediante citometria de flujo como se describié anteriormente.

Tabla 2: CD137 expresado en células

Tipo Designacion Especie Presentacion

Célula DO11.10.hCD137 Humano Expresado en células

Célula DO11.10.mCD137 | Ratén Expresado en células
CeIuIa DO111ocCD137 ............................. CynoExpresadoenceIuIas .................

1.3 PD-L1 de ratén y humano etiquetado con CD4* y Fc

Se generaron antigenos PD-L1 humanos y de raton con proteinas de fusioén para su uso en selecciones y cribado de
anticuerpos. Los antigenos se expresaron con una etiqueta His C-terminal, asi como con una etiqueta de CD4+*
monomérica de rata, dominios 3 y 4 (rCD4) (Brown y Barclay, 1994), un dominio Fc de IgG1 humana dimérico o, para
PD-L1 humano solamente, una etiqueta Avi (que dan como resultado hPD-L1-rCD4-His (SEQ ID NO: 195), hPD-L1-
Fc-His (SEQ ID NO: 196), mPD-L1-rCD4-His (SEQ ID NO: 197), mPD-L1-Fc-His (SEQ ID NO: 198) y hPD-L1-His-Avi
(SEQ ID NO: 199). La produccioén de antigenos en diferentes formatos permitié la eliminaciéon de los ligantes de
etiquetas durante rondas secuenciales de cribado y seleccién por presentacion en fagos de anticuerpos. 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 transfeccion y los antigenos secretados se purificaron
mediante cromatografia de afinidad en Ni-NTA-sefarosa (Schofield et al., 2007). Los antigenos de PD-L1 que
contenian rCD4 y Fc se biotinilaron usando reactivo de EZ-link Sulfo-NHS-Biotina (Thermo Fisher Scientific, cédigo de
producto 21326) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El producto de la reaccién de biotinilacién se filtré en
gel y se recogib la fraccion monomérica. La fraccion monomérica se uso6 para todas las selecciones de presentacion
en fagos en fase de solucién. El nimero promedio de biotinas por molécula fue de 1 a 3 biotinas por monémero de
PD-L1 segun se determiné usando el kit de cuantificacion de fluorescencia de biotina (Thermo Fisher Scientific, codigo
de producto 46610).
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Ejemplo 2: Seleccion y caracterizacion de Fcab anti-CD137 humano
2.1 Seleccion sin activacion de Fcab anti-CD 137 humano

Con el fin de seleccionar Fcab que se unen a CD137 humano, se emplearon campafias de seleccién de presentacion
en levaduras y fagos, para maximizar la diversidad de los Fcab identificados. Ambas superficies celulares, presentaron
CD137 humano y CD137 dimérico humano recombinante y se usaron para proporcionar una variedad de formatos de
antigeno, con el fin de ejercer presion de seleccion dirigida por avidez contra proteinas CD137 diméricas o
multiméricas. La obtencién de un Fcab que se uniera avidamente a complejos de CD137 en lugar de con alta afinidad
por CD137 monomérico se considerd beneficiosa porque dicho Fcab se dirigiria preferiblemente a células T activadas
y cebadas solo, donde la regulacion al alza de CD137 se produce después de la estimulacién de las células T. Sin
desear estar ligados por la teoria, se propuso la hipétesis de que seria mas probable que las células T con niveles
muy bajos o despreciables de expresioén en la membrana de CD137 tuvieran CD137 en estado monomérico, a
diferencia de las células T activadas con CD137 altamente regulado al alza donde la mayoria de la proteina estaria
en estados diméricos, triméricos o multiméricos superiores. Como resultado de las selecciones dirigidas por avidez, el
Fcab se unira preferiblemente a células T activadas y no se unira bien a células T sin activar que presentan solo
CD137 monomérico. Seleccionando un Fcab de CD137 &vido, se reduciria la activacion potencial de células T fuera
de diana, con toxicidad reducida asociada.

Se usaron seis bibliotecas de fagos sin activar que presentaban el dominio CH3 de IgG1 humana para selecciones
mediante presentacion de fagos. Las seis bibliotecas comprendian bucles AB aleatorizados (que comprendian
residuos en las posiciones 14-18 segun la numeracién IMGT) y bucles EF aleatorizados (que comprendian residuos
en las posiciones 92-101 segun la numeracion IMGT). Una de las bibliotecas comprendia clones con una insercion de
dos o cuatro aminoacidos (codificados por dos o cuatro codones NNK) en la posicién 101 en el bucle EF (los residuos
insertados estan en las posiciones 101.4 - 101.1 segln la numeracién IMGT).

Se cribaron 3.230 clones de fagos mediante ELISA de fagos para determinar la unién al antigeno hCD137
recombinante dimérico y se us6 Fc recombinante como control negativo. Se cribaron 1.140 clones de fagos mediante
FACS de fago para determinar la unién especifica a células DO11.10.hCD137. A continuacion, se secuenciaron los
éxitos individuales y se asigné a las 76 secuencias Unicas resultantes un identificador de clon Fcab y se subclonaron
en un vector de expresién pTT5 (National Research Council of Canada) que contenia un casete de expresion de
cadena pesada de IgG1 HelD1.3 con el fin de expresar los clones de Fcab en formato mAb? (véase el Ejemplo 3.2).

Se usaron cuatro bibliotecas de levadura sin activar que presentaban los dominios CH1 a CH3 de IgG1 humana para
la seleccién mediante presentacion en levadura. Las cuatro bibliotecas comprendian bucles AB aleatorizados (que
comprendian residuos en las posiciones 14 a 18 segln la numeracién de IMGT) y bucles EF aleatorizados (que
comprendian residuos en las posiciones 92 a 101 segun la numeracién de IMGT) en el dominio CH3. Dos de las
bibliotecas comprendian ademas una insercion de cinco residuos de aminoacidos en la posicién 16 en el bucle AB del
dominio CH3 (residuos en las posiciones 16.5 a 16.1 segln la numeracion de IMGT).

Se cribaron 2.784 clones individuales de levadura identificados a partir de selecciones de biblioteca para determinar
la unién a antigeno usando un ensayo de unién a antigeno de citometria de flujo que implicaba incubar las células con
antigeno humano dimérico recombinante biotinilado o fragmento Fc de ratén para discriminar contra clones de
levadura que se unian a la porcién Fc del antigeno hCD137 recombinante. Las selecciones se repitieron con
concentraciones y condiciones de antigeno variables, tales como aumentar la temperatura de induccién, disminuir la
astringencia de la seleccion o reducir el nimero de rondas con el fin de aumentar el nimero de aciertos. La
secuenciacion de aciertos revelé una diversidad de salida considerablemente baja, con sélo 9 clones de Fcab que
tenian secuencias Unicas identificadas: FS22-053, FS22-172, FS22-173, FS22-174, FS22-175, FS22-176, FS22-177,
FS22-178 y FS22-179.

2.2 Preparacion de Fcab anti-CD137 humano en formato mAE? "simulado”

Se produjeron anticuerpos mAb? "simulados” que consistian en moléculas de IgG1 que comprendian los 76 clones de
Fcab anti-CD137 humano aislados de fagos y 9 clones aislados de selecciones de levaduras para permitir la
caracterizacién de los Fcab en un formato mAb?. El mAb? simulado se prepararon sustituyendo parte de los Fcab del
dominio CH3 que comprendian los bucles AB, CD y EF, por la regién correspondiente del dominio CH3 del anticuerpo
HelD1.3 anti lisozima de huevo de gallina. La generacién del anticuerpo HelD1.3 se describe en Tello et al., 1993. Las
secuencias de cadena pesada y ligera del anticuerpo HelD1.3 se muestran en las SEQ ID NO: 191 y 159,
respectivamente. Las moléculas de mAb? simulado se produjeron mediante expresion transitoria en células HEK293-
6E. Para evaluar la cantidad de proteina producida, se cuantifico el contenido de proteina IgG mediante interferometria
de biocapa usando la plataforma Octet QKe con biosensores de cuantificacion de Proteina A de PALL (18-5021). Las
proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de proteina A usando columnas mAb SelectSure. 53
proteinas mAb? de CD137 derivadas de fagos presentaron mediciones por debajo del umbral de deteccion y, por lo
tanto, se determind que eran inadecuadas para analisis adicionales. Se purificaron 32 mAb? usando columnas de
proteina A mAb Select SuRe (GE Healthcare, 11003494).
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Una seleccion de estos mAb? se ensay6 entonces para determinar la unién al antigeno recombinante humano
(hCD137-mFc-Avi biotinilado) usando interferometria de biocapa (BLI) usando la plataforma Octet QKe. 12 mAb? no
se unieron y 19 se unieron a sensores recubiertos con CD137 (FS22-007, FS22-033, FS22-042, FS22-049, FS22-050,
FS22-052, FS22-053, FS22-054, FS22-169, FS22-172, FS22-173, FS22-174, FS22-179, FS22-180, FS22-181, FS22-
183, FS22-187, FS22-194, FS22-195).

2.3 Actividad de mAb? simulados anti-CD 137 seleccionados en un ensayo indicador de NF-xB humano

La multimerizacién y agrupamiento se requieren para la sefializacién de TNFR (Bitra et al., 2017). EI CD137 agrupa y
activa la ruta de sefializacion de NF-kB cuando interacciona con su ligando cognado, CD137L. Las moléculas
agonistas imitan al ligando en la conduccion del agrupamiento y activacion de CD137, activando de este modo la ruta
de sefalizacién de NF-kB. Se sabe que algunos anticuerpos agonistas pueden provocar inherentemente el
agrupamiento de CD137 tras la unién, por ejemplo, urelumab, mientras que otros requieren la reticulacion adicional
del propio anticuerpo para inducir el agrupamiento de CD137, tal como utomilumab (Fisher et al., 2012). Se sabe que
los receptores Fc gamma en células efectoras inducen dicha reticulacion in vivo, aunque esto es ineficiente y puede
producirse lejos del sitio de interés terapéutico. Dado que las toxicidades limitantes de la dosis se han asociado con
urelumab, pero no con utolimumab, se decidié seleccionar Fcab de unién anti-CD137 que no tenian la capacidad de
agonizar inherentemente, sino seleccionar solo aquellos que requerian reticulacién adicional para inducir el
agrupamiento de CD137. Por lo tanto, se desarrolldé un ensayo que puede detectar la activacion de la ruta de
seflalizacién de NF-kB en una célula tras la agrupacién de CD137 expresado en la superficie celular por anticuerpos
reticulados, pero que mostré poca actividad cuando los anticuerpos no estaban reticulados. Este ensayo se uso
después para ensayar la actividad funcional agonista de 27 clones de Fcab anti-CD137 en formato de mAb? simulado
y 6 clones de Fcab anti-CD137 en formato de mAb? anti-CD20, independientemente de si se encontrd que los Fcab
se unian a antigeno recombinante por BLI 0 no.

Esto puede medirse mediante la activacidn de la ruta de sefializacién de NF-kB en el ensayo. Se usé proteina L como
agente de reticulacién para dirigir la reticulacion del mAb? simulado a través de las porciones Fab en el ensayo y se
midio la activacién de NF-kB.

El ADNc que codificaba CD137 humano (SEQ ID NO: 185) se subcloné en el vector pMSCV-neomicina (Takara
Clontech, Cat. 634401) usando enzimas de restriccidon EcoRI-HF y Xhol. Se us6 la linea celular RetroPack PT67
(Clontech, Cat. 631510) para producir particulas retrovirales siguiendo el protocolo del fabricante. Este retrovirus se
usé posteriormente para transducir células HEK.FRT.luc que se generaron previamente transduciendo una linea
celular Flp-In T-REx 293 HEK (Life Technologies, R780-07) con lentivirus de Indicador de NFkB Qiagen Cignal Lenti
(luc) (Qiagen, no de catalogo 336851) que contenia un promotor sensible a NF-kB que controlaba la expresién de la
luciferasa. Estas células HEK.FRT.luc.hnCD137 se usaron para cribar el mAb? simulado que contenia los ligantes de
CD137 identificados en las selecciones.

Una dilucién 2 uyM de cada mAb? simulado se preparé en DPBS (Life Technologies, 14190169) y se diluy6
adicionalmente 1:3 en medio de células indicadoras (DMEM (Gibco, Cat. 61965-026); FCS al 10% (Gibco, Cat. 10270-
106); 1x PenEstrep (Gibco, Cat. 15140-122); Blasticidina 15 ug/ml (Melford Laboratories Ltd. Cat. B1105); Puromicina
5 pg/ml (Life technologies, Cat. A11113803); Zeocina 100 ug/ml (InvivoGen, Cat. 11006-33-0); Geneticina 500 pg/ml
(Life Technologies, Cat. 10131-027). Se us6 proteina L (Life Technologies, 21189), como agente de reticulacion
artificial y se mezcld con las moléculas de mAb? en una relacion molar 1:4. Después de una incubacion de 24 horas,
las células se trataron con 100 pl de reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Gio™ de Promega (Promega no. de cat.
G7941) segun las instrucciones del fabricante y la luminiscencia se midié con un tiempo de integracién de 0,5 segundos
en un lector de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de luminiscencia son una medida de la luciferasa
producida en respuesta a la activacién de la ruta de sefializacion de NF-«kB por el agrupamiento de CD137 inducido
por Fcab reticulados. Los valores de luminiscencia se representaron graficamente frente al logaritmo de la
concentracion de Fcab y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacién de logaritmo (agonista) frente a
respuesta en GraphPad Prism.

Los aciertos se identificaron por tener al menos un aumento de 10 veces en la sefial de luciferasa cuando se reticuld
con proteina L en comparacién con cuando no se reticuld. Se determiné que estos clones eran capaces de inducir la
agrupacion de CD137 y la activacién posterior de las rutas de sefializacién aguas abajo. De todos los clones
ensayados, dos fueron capaces de inducir este aumento de 10 veces en la luciferasa tras la reticulacion, FS22-053 y
FS22-172, aunque no se pudo determinar una CEso para ninguno de ellos. Ambos se seleccionaron para una
caracterizacion adicional en un ensayo de activacion de células T DO11.10. Sorprendentemente, no se observo
actividad para los clones restantes en condiciones de reticulacion a pesar de la unién a la diana de CD137 por BLI,
quizas indicando que se unian a un epitopo irrelevante en CD137, o que la afinidad de tales clones no era suficiente
para unirse a CD137 lo suficientemente fuerte como para iniciar la cascada de sefializacién de NF-kB. En general,
aunque se ensayaron mas de 30 Fcab, solo se identificaron dos Fcab (FS22-053 y FS22-172) a partir de las
selecciones sin activar que exhibieron la funcién deseada en el ensayo indicador de NF-kB cuando se reticularon y
tuvieron poca actividad cuando no se reticularon.
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2.4 Actividad del mAb? simulado anti-CD 137 seleccionado en un ensayo de activacion de células T DO11.10

La agrupacion de CD137 a través de moléculas agonistas en células T activadas incita la activacién de células T y la
sefializacién aguas abajo que da como resultado, pero no se limita a, la produccién de IL-2. Puesto que FS22-053 y
FS22-172 se identificaron como que tenian actividad en el ensayo de indicador de NF-kB, se ensayé su capacidad
para activar CD137 en un ensayo de activacién de células T. Se desarrolld un ensayo de activacion de células T
DO11.10 usando células T DO11.10 modificadas por ingenieria para sobreexpresar CD137 humano y se evalud la
activacion de células T midiendo la liberacién de IL-2.

Se transdujeron células T DO11.10 (National Jewish Health) con un vector lentiviral disefiado para sobreexpresar
CD137 de ratén o humano como se ha descrito anteriormente. Ademas de FS22-053 y FS22-172, se ensayaron los
siguientes clones en este ensayo de activacion de células T DO11.10: FS22-007, FS22-033, FS22-042, FS22-049,
FS22-050, FS22-052, FS22-054, (todos en formato de mAb? “simulado” HelD1.3). Se prepararon diluciones de mAb?
o mAb de control positivo 20H4.9 con o sin reticulador de Proteina L recombinante (Life Technologies, 21189) y se
afiadieron a células DO11.10.hCD137 en una placa de fondo redondo de 96 pocillos que se habia recubierto durante
la noche con 0,1 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 (clon 17A2, Biolegend, 100208). Después de una incubacién de 18
horas, se recogieron los sobrenadantes y se sometieron a ensayo con el kit de ELISA para IL-2 de raton (eBioscience,
88-7024-86) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con
el software Gens, BioTek. Los valores de absorbancia de 570 nm se restaron de los de 450 nm (Correccion). La curva
estandar para el calculo de la concentracion de citocinas se basé en un ajuste de curva logistica de cuatro parametros
(Gens Software, BioTek). La concentracién de mlL-2 se representd frente al logaritmo de la concentracion de mAb? o
mAb de referencia y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacion log (agonista) frente a respuesta en
GraphPad Prism.

Los clones FS22-053 y FS22-172 mostraron una actividad significativamente mejorada cuando se reticularon con
Proteina L en este ensayo. FS22-053 tenia una actividad de 126 nM cuando no estaba reticulado y una actividad de
21 nM cuando estaba reticulado (una mejora de 6 veces), mientras que FS22-172 tenia una actividad de 950 nM
cuando no estaba reticulado y una actividad de 44 nM cuando estaba reticulado (una mejora de 22 veces). Como
resultado, se seleccionaron ambos clones para maduracién de afinidad.

El Ejemplo 2.4 muestra que FS22-053 y FS22-172 podrian dirigir el agrupamiento y activacion de CD137 en la
superficie de las células T DO11.10 cuando se reticulan por Proteina L en los formatos de mAb? ensayados.

Ejemplo 3: Maduracion de afinidad de Fcab anti-CD137 humano y posterior caracterizacion

Como se ha analizado previamente, se seleccionaron dos clones para maduracion de afinidad basandose en sus
caracteristicas funcionales en el ensayo indicador de NF-kB, ensayos de activacién de células T DO11.10, FS22-053
y FS§22-172).

3.1 Maduracion de afinidad de FS22-053 y FS22-172

Se construyeron cuatro bibliotecas presentadas en levadura a partir de los clones Fcab FS22-053 y FS22-172. Siete
residuos (en las posiciones 15-16.1 segin IMGT) se aleatorizaron usando cebadores ELLA en el bucle AB del dominio
CH3 de cada clon para preparar las bibliotecas FS22-053 AB y FS22-172 AB. Cinco residuos (en las posiciones 92-
94 y 97-98 segin IMGT) se aleatorizaron usando cebadores ELLA en el bucle EF del dominio CH3 dando como
resultado las bibliotecas FS22-053 EF y FS22-172 EF.

Para las bibliotecas FS22-053 AB y FS22-053 EF, y FS22-172 AB y FS22-172 EF, se realizaron tres o cuatro rondas
de seleccion en las bibliotecas de levadura para seleccionar clones madurados por afinidad usando antigeno hCD137-
mFc-Avi dimérico o antigeno hCD137-Avi-His monomérico. Se us6 antigeno monomérico en alternancia con antigenos
diméricos para asegurar que los clones conservaban la afinidad por el antigeno y no se unian exclusivamente a través
de la avidez. El uso de antigeno monomérico o dimérico, asi como la concentracién usada, se determind
empiricamente durante cada ronda por citometria de flujo, determinada por si se observé enriquecimiento contra el
antigeno monomeérico o dimérico en la ronda anterior. Siempre que fue posible, se us6 una puerta de clasificacioén por
encima del parental para aislar clones madurados por afinidad en comparacién con la molécula parental. La presién
de seleccién se aument6 hasta 1 nM de antigeno dimérico. Durante cada ronda de seleccién, se colocaron clones
individuales en placas de agar para evaluar el progreso de la seleccion. Cada clon se cultivo e indujo individualmente
y a continuacién se determinaron sus parametros de unién y estructurales mediante citometria de flujo usando
antigeno dimérico biotinilado, asi como marcadores estructurales anti-CH2 como se describié anteriormente. Esta
cascada de cribado se siguié para permitir la determinacion del éxito de la seleccion basandose en una muestra de
clones de la salida de seleccion y para permitir el cribado temprano de clones individuales que podrian producirse
posteriormente como proteinas solubles.

Se cribaron 1.152 clones individuales de levadura en total para determinar la unién a antigeno recombinante biotinilado
en una citometria de flujo de unién a antigeno como se describié anteriormente. Las selecciones en la biblioteca FS22-
053 EF dieron como resultado el enriquecimiento de 138 secuencias de bucle Gnicas. Asimismo, se aislaron 30
secuencias de bucle Unicas de la biblioteca FS22-172 AB. Las bibliotecas FS22-053 AB y FS22-172 EF no contenian
ningun clon que mostrara ninguna mejora de la unién sobre los clones parentales. El analisis de secuencia a través
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de los clones de mejor unién de las bibliotecas de AB FS22-053 EF y FS22-172 revelé un patron de secuencia PPY
conservado en los bucles de AB.

La presencia de un resto PPY conservado puede promover la formacion de una regién de unién extendida mediante
la introduccion de un bucle mas rigido o expuesto basandose en la flexibilidad limitada de los residuos de prolina.
Alternativamente, la secuencia PPY puede representar un resto conservado especifico implicado en la unién para
estos clones ya que se ha demostrado que las secuencias ricas en prolina se unen a secuencias aromaticas en
proteinas del dominio SH3. Ademas, dado que la secuencia conservada PPY se ha seleccionado independientemente
en dos linajes separados de Fcab, puede ser importante para la unién de epitopos en CD137. Adicionalmente, se
requiere un patrén de secuencia LE o LD conservado en los bucles EF del dominio CH3 de los clones de los linajes
tanto FS22-053 como FS22-172, lo que sugiere que este resto de aminoacidos en el bucle EF se requiere para una
unién mejorada.

Con el fin de evaluar el progreso de las selecciones y si seria necesario recombinar bucles AB y EF mutados entre
clones madurados por afinidad, los cinco clones Unicos superiores de la biblioteca FS22-053 EF (FS22-053-008, FS22-
053-009, FS22-053-010, FS22-053-011, FS22-053-012) se clasificaron presentando unién especifica a antigeno
humano dimérico 10 nM (mas del 30 % de células positivas para APC en un ensayo de unién de citometria de flujo),
y los seis clones Unicos superiores de la biblioteca FS22-172 AB (FS22-172-001, FS22-172-002, FS22-172-003, FS22-
172-004, FS22-172-005, FS22-172-006, mostrando todos por encima del 10 % de células positivas para APC cuando
se cribaron con antigeno humano dimérico 10 nM en el mismo ensayo) se produjeron como mAb? simulado (HelD1.3)
y mAb? de modelo (PD-L1) para evaluar la mejora funcional y cinética de los bucles aleatorizados.

3.2 Construccion de Fcab anti-CD 137 humano en formato de mAb? "simulado” y "modelo”

Se prepararon 16 clones madurados por afinidad derivados del clon FS22-053 parental (FS22-053-001 a FS22-053-
016), y 6 clones madurados por afinidad derivados de los clones FS22-172 parentales (FS22-172-001 a FS22-172-
006) en formato mAb? "simulado” y "modelo". Los clones FS22-053-001 a FS22-053-007 no se continuaron
adicionalmente ya que no se expresaron en formato mAb? a un nivel que permitiera la purificacién aguas abajo para
ensayos y caracterizacion adicional.

Se prepararon anticuerpos mAb? "simulados" que comprendian los Fcab anti-CD137 humano en HelD1.3 para la
caracterizacién adicional de los Fcab madurados por afinidad en formato de mAb?. Estos mAb? se prepararon como
se describe en el Ejemplo 2.2.

También se produjeron mAb? “modelo” que comprendian los Fcab anti-CD137 humano y también una region Fab de
unién a PD-L1 (clon YW243.55.S70 de US 8.217.149 B2).). Estos se prepararon de una manera similar al método
descrito en el Ejemplo 2.2 mediante sustitucion de parte del CH3 del anticuerpo de unién anti-PD-L1 que contiene los
bucles AB, CD y EF con la regién correspondiente del Fcab. Estos mAb? modelo de PD-L1 comprendian una mutacién
LALA en el dominio CH2 (AA). Se sabe que la introduccién de la mutacién LALA en el dominio CH2 de la IgG1 humana
reduce la unién al receptor Fcy (Bruhns, P., et al., (2009) y Hezareh M., et al., (2001)).

El mAb "simulado" CD137/HelD1.3 y el mAb? "modelo" CD137-AA/PD-L1 se produjeron mediante expresion transitoria
en células HEK293-6E y se purificaron usando columnas de proteina A mAb Select SuRe.

3.3 Actividad de Fcab humanos en formato de mAb? simulado en ensayo de células indicador de NF-xB humano

La actividad funcional de los Fcab anti-CD137 humano madurados por afinidad en formato de mAb? simulado (HelD1.3)
enumerado se ensayd en el mismo ensayo de luciferasa de NF-kB descrito en el Ejemplo 2.3. La luminiscencia se
midié con un tiempo de integracion de 0,5 segundos en un lector de placas con el software Gen5, BioTek. Como se
esperaba, ninguno de los Fcab mostré actividad sin reticulacién de Proteina L (-XL). Todos los Fcab de CD137
madurados por afinidad mostraron una gran mejora sobre los Fcab de CD137 parentales para los que, aunque
positivos en este ensayo, el calculo de un valor de CEso no era posible (véase el Ejemplo 2.3). FS22-053-008 y FS22-
172-003 mostraron la mejor actividad de cada familia con la CEsp mas baja (26,34 nM y 32,64 nM, respectivamente)
cuando se reticularon con la Proteina L (+XL).

3.4 Actividad de Fcab humanos madurados por afinidad en el formato de mAb? modelo en ensayo de activacion de
células T DO11.10 humanas

La actividad funcional de los Fcab humanos madurados por afinidad en el formato de mAb? modelo (PD-L1 LALA) se
ensay6 en un ensayo de activacion de células T DO11.10, similar al ensayo descrito en el Ejemplo 2.4.

Se produjeron células HEK.mPD-L1 subclonando ADNc que codifica PD-L1 de ratén (SEQ ID NO: 187) en un vector
pcDNASFRT (Life Technologies) usando sitios de restriccion Kpnl y Notl y transformando los vectores 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 %, 100 ug/ml de Higromicina B (Melford Laboratories Ltd,
Z2475) y 15 pg/ml de Blasticidina (Melford Laboratories Ltd, B1105) durante 3-4 semanas hasta que se hubieron
formado colonias de células transformadas de manera estable. Estas colonias se amplificaron en presencia de 1 pg/ml
de Dioxiciclina (Sigma Aldrich, D9891) y se ensayaron para determinar la expresion de PD-L1 usando anticuerpo anti-
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PD-L1 de ratén conjugado con PE (MIH5) (BD Biosciences, 558091).

Las células se despegaron usando tampén de disociacion celular, se lavaron una vez con PBS y se sembraron en
placas 2x10° células en pocillos de una placa de 96 pocillos y luego se incubaron con anticuerpo diluido 1:20 en PBS
durante 1 hora a 4 °C. Las células se lavaron una vez en PBS y luego se midieron en un citdmetro Accuri C6 (BD
Biosciences) y los datos se analizaron usando FlowJoX. Se confirmé de nuevo la expresién de PD-L1 de ratén.

Los 15 clones producidos en el Ejemplo 3.2 en mAb? CD137/PD-L1 se ensayaron en este ensayo de activacion de
células T DO11.10. Se prepararon diluciones de mAb? o mAb de control positivo y se afadieron a células
DO11.10.hCD137 (7,5x10° células por pocillo) y células HEK.mPD-L1 (2x10* células por pocillo) o a células
DO11.10.hCD137 (7,5x103 células por pocillo) y células HEK que no se transdujeron para expresar mPD-L1 (2x10*
células por pocillo) en una placa de fondo plano de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 0,1 pug/mi
de anticuerpo anti-CD3 (clon 17A2, BioLegend, 100208). Después de una incubacién de 18 horas, se recogieron los
sobrenadantes y se ensayaron con el kit de ELISA para IL-2 de ratdn (eBioscience, 88-7024-86) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el software Gens, BioTek.
Los valores de absorbancia de 570 nm se restaron de los de 450 nm (Correccién). La curva estandar para el célculo
de la concentracion de citocinas se baso en un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (Gens Software, BioTek).
La concentracion de miL-2 se representé frente al logaritmo de la concentracion de mAb2? o mAb de referencia y las
curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacion log (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism. La activacion
de las células T se detectd midiendo la liberacién de miL-2.

No se observo actividad de células T sin reticulacion mediante la unién a células que expresaban PD-L1. Tras la
reticulacion, todos los mAb? tuvieron una potente actividad de células T como se observa por la liberacion de niveles
altos de miL-2 y valores de CEso subnanomolares. Todos los clones distintos de FS22-053-009 y FS22-172-005 tenian
una CEso de menos de 0,3 nM, por lo que fueron tan buenos como, si no mejores que, el control positivo (mAb anti-
CD137 humano, G1-AA/20H4,9). La Emax mas baja, que es una medida de la activacién maxima de células T, y podria
ser relevante para una mayor actividad antitumoral de células T in vivo, observada fue 7.758 pg/ml que era mas alta
que el control positivo (mAb anti-CD137 humano, G1-AA/20H4.9).

3.5 Ensayo de activacion de células T CD8* humanas primarias

La capacidad de los Fcab para activar CD137 en células T que sobreexpresan CD137 se mostré en el Ejemplo 3.3.
Para ensayar la actividad de los Fcab sobre células que no se han modificado por ingenieria para sobreexpresar
CD137, se necesitd un ensayo de células T humanas primarias. Las células T CD8* citotdxicas activadas son
responsables de matar directamente las células cancerosas y expresan CD137 en su superficie celular (Ye et al.,
2014). Se sabe que la agrupacion de CD137 es esencial para inducir sefializaciéon aguas abajo y activacion adicional
de las células T CD8*. Por lo tanto, se us6 un ensayo de activacion de células T CD8* para evaluar la capacidad de
los Fcab (en formato mAb? como se detalla a continuacion) para dirigir la agrupacion y la posterior sefializacion aguas
abajo de CD137. La activacion de las células T CD8* se determind mediante la liberacién de hiL-2.

Para aislar las células T, se recogieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de conos de deplecion de
leucocitos, un subproducto de las donaciones de plaquetas. Brevemente, los contenidos de los conos de leucocitos
se lavaron abundantemente con PBS y se pusieron por encima de un gradiente de Ficoll (Sigma-Aldrich, 1440-02). Se
recogieron las PBMC por centrifugacion y se recuperaron las células que no cruzaron el gradiente de Ficoll. Las PBMC
se lavaron adicionalmente con PBS y los glébulos rojos remanentes se lisaron mediante la adiciéon de 10 ml de tampén
de lisis de glébulos rojos 1X (eBioscience, 00-4300-54) segin las instrucciones del fabricante. Las células T CD8* se
aislaron de las PBMC presentes en el eluyente usando el kit Il de aislamiento de células T CD8* (Miltenyi Biotec Ltd,
130-096-495) segln las instrucciones del fabricante.

La incubacién con un anticuerpo anti-CD3 se usé como una primera sefial para dirigir la activacion inicial de las células
T. Se recubrieron placas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pocillos con 8 pug/ml de anticuerpo anti-CD3 (Clon
UCHT1, R&D Systems, MAB100-SP) en PBS durante la noche a 4 °C. A continuacién, se lavaron las placas 3 veces
con 200 pl de PBS.

Para la reticulacion basada en células de Fcab de CD137 humanos madurados por afinidad en formato de mAb?
modelo de PD-L1, se produjeron células HEK293 que sobreexpresaban PD-L1 humano (HEK.hPD-L1) esencialmente
como se describe en el Ejemplo 5.3, pero por subclonacién del ADNc que codifica la secuencia de PD-L1 humano
(SEQ ID NO: 185) en lugar de PD-L1 de ratén. Se sembraron células HEK.hPD-L1 a 2 x 10° células por pocillo en
placas de 96 pocillos de fondo plano recubiertas con anticuerpo anti-CD3 (8 ug/ml) en 100 pl de medio de cultivo de
células T (medio RPMI (Life Technologies, 61870-044) con FBS al 10 % (Life Technologies), 1X Penicilina
Estreptomicina (Life Technologies, 15140122), Piruvato Sédico 1 mM (Gibco, 11360-070), Hepes 10 mM (Sigma-
Aldrich, H0887), L-Glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich, G7513) y 2-mercaptoetanol 50 pM (Gibco, M6250)). Una vez que
las células HEK.hPD-L1 o las células HEK que no se transdujeron para expresar hPD-L1 se habian adherido después
de 4 horas de incubacion, se retird todo el medio de cultivo de células T y se reemplazd con 100 pl de medio de cultivo
de células T que contenia células T a una concentracién de 5,0 x 10° células/ml dando como resultado 5,0 x 10*
células/pocillo.
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Los mAb? se diluyeron en medio de células T a una concentracién final 2X comenzando a 500 nM y se llevé a cabo
una titulacion 1:3. Se afiadieron 100 ul de la titulacion de mAb? a las células, para un volumen de ensayo total de
200 pl y una concentracion 1X de anticuerpo.

El anticuerpo anti-CD137 de control positivo (G1-AA/20H4.9) y el anticuerpo IgG de isotipo de control negativo (G1-
AA/HelD1.3) se diluyeron cada uno en medio de células T a una concentracion final 2X comenzando a 500 nM que
contenia agente de reticulaciéon 500 nM (anti-CH2 humano, producido internamente (Jefferis et al., 1985 y Jefferis et
al., 1992) (mG1/MK1AB)) y se llevd a cabo una titulacion 1:3. Se afiadieron 100 pl de mezcla diluida de anticuerpo de
control positivo/reticulante o mezcla de anticuerpo IgG de control negativo/reticulante a las células para un total de
200 pl de volumen de ensayo y 1X de concentracién de anticuerpo.

El ensayo se incub6 a 37 °C, CO2 al 5 % durante 72 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se ensayaron con €l
kit de ELISA para IL-2 humana Ready-SET-Go! (eBioscience, Cat. 88-7025-88) 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 630 nm se restaron de los de 450 nm (Correccidon). La curva estandar para el céalculo de la
concentracion de citocinas se basé en un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (Gen5 Software, BioTek). La
concentracion de IL-2 humana (hIL-2) se represent6 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.

El mAb anti-CD137 humano de control positivo, 20H4.9, muestra un aumento en la liberacién de hiL-2 con una CEso
de 0,5 nM cuando se reticula con el anticuerpo anti-hCH2 (mG1/MK1A86). Todos los clones tenian actividad en el
ensayo, la mayoria presentaba buena potencia con CEso subnanomolares. Los mAb? que contenfan las Fcab FS22-
053-007, FS22-053-008, FS22-053-010, FS22-053-011, FS22-053-012, FS22-172-003, FS22-172-004, FS22-172-005
incitaron la mayor respuesta de células T con las CEso mas bajas en el intervalo de 0,19 a 0,49 nM. Un subconjunto
del mAb? (que contenia los Fcab FS22-053-008, FS22-053-011, FS22-053-014, FS22-173-003 y FS22-172-004)
también se ensay6 sin reticulacion por PD-L1 expresado en células HEK y no mostré actividad en este ensayo, como
se esperaba. Esto confirma la actividad observada en el ensayo de NF-kB y el ensayo de activacién de células T
DO11.10.

3.6 Determinacion de la especificidad de los Fcab anti-CD 137 humano por Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

Se ensay6 la especificidad de los Fcab anti-CD137 humano por CD137 humano en comparacién con otros miembros
de la familia de TNFSFR relacionados. Se ensayaron 8 de los Fcab en formato de mAb? simulado (HelD1.3) y medido
por SPR en un Biacore T200 (GE Healthcare) ensayando la unién a otros receptores TNFRSF humanos: CD40, OX40
y GITR. Se us6 acoplamiento de amina (kit de acoplamiento de amina, GE Healthcare, BR-1000-50) para recubrir
CD40 humano, GITR y OX40 hasta aproximadamente 1.000 RU en chips Biacore CM5 (GE Healthcare, no. de cat.
29149603). Se prepararon diluciones de los Fcab anti-CD137 humano en formato de mAb? simulado (FS22-053-
008/HelD1.3, FS22-053-009/HelD1.3, FS22-053-010/HelD1.3, FS22-053-011/HelD1.3, FS22-053-012/HelD1.3, FS22-
053-014/HelD1.3, FS22-172-003/HelD1.3, FS22-172-004/HelD1.3) comenzando a 1 pM en tampén HBS-EP+
(BR100669) y se inyecté durante 3 min a 30 pl/min y luego se dejé disociar en tampén durante 4 min. El chip se
regenerd mediante inyeccidén de glicina 10 mM pH 2,5 durante 12 s a 30 uyl/min. Se usaron anticuerpos especificos
para los diferentes miembros de TNFRSF como controles positivos para verificar el recubrimiento del chip Biacore.
Los datos se sustrajeron de doble referencia y se analizaron usando el software BlAevaluation 3.2. Los Fcab no se
unieron a ninguno de los receptores TNFRSF ensayados, demostrando su especificidad por CD137. Como resultado,
no se espera que los Fcab, o0 mAb? que comprenden los sitios de unién a antigeno de estos Fcab, invitaran la unién
fuera de diana a cualquier otra cosa distinta de CD137.

3.7 Afinidad de unidn de Fecab anti-CD137 humano en formato de mAb? simulado para CD137 humano, de cynomolgus
y de ratén por SPR y generacion de FS22-053-017

La afinidad de los Fcab anti-CD137 humano (FS22-053-008, FS22-053-011, FS22-053-014, FS22-172-004, FS22-
172-004) en un formato de mAb? simulado (véase el Ejemplo 3.2) para CD137 humano, de cynomolgus (cyno) y de
ratén se midié mediante SPR, para determinar si los Fcab pueden ser (tiles para ensayar en estudios con animales.
Se inmoviliz6 un anticuerpo de captura anti-Fab humano en las cuatro células de flujo de un chip CM5 serie S (GE
Healthcare #BR-1005-30) a una densidad superficial promedio de 6.000 RU siguiendo las recomendaciones del
fabricante (GE Healthcare, kit de captura de Fab humano, #28958325). La inmovilizacién a 25 °C y un caudal de
10 pl/min logré una respuesta final promedio de 6.000 RU. Cada mAb? se capturé a aproximadamente 150 RU
inyectando una solucién de 3 pg/ml de mAb? diluido en tampon HBS-EP+ (GE Healthcare #BR1006-69) durante 60
segundos a 30 pl/min. Después, diferentes concentraciones de antigeno CD137 humano, de cyno o de ratén (CD137-
mFc-Avi humano, de cyno o de ratén no biotinilado o0 CD137-Avi-His humano) en tampén HBS-EP+ se hicieron fluir
sobre el chip durante 3 min a 60 pl/min y después se dejaron disociar durante 10 minutos. Después de cada
concentracién de antigeno, el chip se regeneré infectando glicina 10 mM pH 2,1 a un caudal de 30 pl/min durante 30
segundos. Se inyecté tampon HBS-EP+ antes de la concentracién mas alta de antigeno y después de la concentracion
mas baja de antigeno para sustraccion de referencia, y una de las concentraciones al azar se repitié dos veces. La
cinética de unién se ajusté con un modelo 1:1 de Langmuir para generar constantes de union en equilibrio (Kp) para
cada muestra. El andlisis de los datos se realizé con el software BiaEvaluation version 3.2. Los resultados se muestran
en la Tabla 3.
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El andlisis de los resultados reveld una unién mejorada tanto para CD137 humano como de cynomolgus por todos los
clones madurados por afinidad, en comparacioén con las moléculas parentales respectivas. La afinidad de unién por
los antigenos CD137 humanos monoméricos fue mas débil (al menos 100 veces) que por los antigenos diméricos
humanos y de fusién con Fc de cyno. Como se analiza en el Ejemplo 2.1, los Fcab se seleccionaron para unirse
preferiblemente a formas diméricas sobre monoméricas de CD137 y estos datos confirman que la estrategia de
seleccion fue exitosa. Este comportamiento cinético hace que sean menos probables de unirse a CD137 monomérico
expresado a niveles minimos en células T no estimuladas para dar como resultado un riesgo reducido de toxicidades
hepaticas o sistémicas asociadas con algunas terapias de anticuerpos monoclonales anti-CD137.

Los datos también muestran que los Fcab anti-CD137 humano se unieron a CD137 dimérico de cynomolgus con
afinidad comparable a CD137 dimérico humano.

Tabla 3
Fcab . Kode | KodeCD137 Kdimérico i VecesdediferenciadeKnde @ Kode
i CD137 | de cynomolgus (nM) : CD137 monomérico humano con : CD137
dimérico | irespecto a Ko de dimérico humano ;| dimérico
humano i deratén
(M) )
FS22-053 | 38 | 34 N/A L ONA
| FS22-053-008 42 0,9 170 veces L ONA
e g e S T
TR AR R I ST ree— e
FS22-172 | 52 203 N/A PONA
| FS22-172-003 | 15 | 1,3 >200 veces PONA

| FS22-172-004 43 35 >200 veces i ONA

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitié la determinacién de la Ko

También se ensayo6 la capacidad de los Fcab en un formato de mAb? simulado para unirse a CD137 dimérico de ratén.
Ninguno de los clones mostré una fuerte unién al antigeno de ratén (como se muestra en la tabla donde N/A indica
que no pudo calcularse ninguna Kp) excepto para el clon FS22-053-014 que sorprendentemente se encontré que tenia
una Ko de 24 nM para el antigeno de raton. Esto fue inesperado ya que CD137 de ratén y CD137 humano comparten
menos del 57 % de homologia de secuencia.

El analisis de secuencia de FS22-053-014 revel6 una posibilidad de secuencia potencial que podria dar como resultado
una isomerizacién posterior a la traduccién del aspartato en la posicidon 98 en el bucle EF de su dominio CH3. El
aspartato (D) en la posicion 98 se muté a glutamato (E) mediante mutagénesis dirigida al sitio usando el kit de
mutagénesis QuickChange Il (Agilent, no. de catalogo 200523) segun las recomendaciones del fabricante, que produjo
el clon FS22-053-017.

Se llevaron a cabo experimentos para confirmar que esta mutacion no afectaba negativamente a la afinidad de unién
o0 a la actividad funcional del clon FS22-053-017 en comparacion con el clon FS22-053-014.

La constante de disociacion en equilibrio (Kp) del clon de Facb FS22-053-017 se comparé con la del clon FS22-053-
014 mediante SPR en un sistema Biacore T200 usando el antigeno CD137-mFc-Avi humano y PD-L1-mFc-Avi de
ratéon, respectivamente. Los resultados mostraron perfiles cinéticos muy similares al antigeno humano para ambos
clones de Fcab, evidenciando de este modo que mutar el aspartato en la posicion 98 a un glutamato no tuvo un efecto
negativo en la union al antigeno humano. Los resultados también mostraron que FS22-053-017 mostré una
disminucién de 2 veces en la fuerza de union al antigeno CD137 de ratén.

El clon Fcab FS22-053-017 se subclond y se expresé como un mAb? "simulado” HelD1.3 (véase el Ejemplo 2.2) y a
continuacion se compar6 con el clon FS22-053-014, también en formato mAb? HelD1.3, en un ensayo de activacion
de células T DO11.10 de CD137 humano como se describe en el Ejemplo 2.4. Se us6 G1-AA/20H4.9 como control
positivo anti-CD137 y G1-AA/HelD1.3 como control de IgG. Los mAb? se ensayaron sin reticulacion de Proteina L o
se reticularon en una relacién 1:4 con Proteina L.
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Los resultados mostraron que ambos Fcab FS22-053-17 en formato de mAb? simulado y Fcab FS22-053-014 en
formato de mAb? simulado tenian una actividad comparable cuando se reticularon por Proteina L en el mismo ensayo
de activacion de células T DO11.10. Por lo tanto, la mutagénesis llevada a cabo no impacté negativamente en la
actividad funcional. Ambos clones en formato de mAb? simulado no tuvieron actividad sin reticulacion.

3.8 Resumen de la maduracion de afinidad y caracterizacion de los Fcab anti-CD137 humano

En resumen, se generaron Fcab anti-CD137 madurados por afinidad y se prepararon en un formato de mAb?, que se
caracterizaron a continuacion. Los mAb? que contenfan estos dominios de unién al antigeno CD137 en el dominio CH3
mostraron altos niveles de actividad en un ensayo de células indicadoras de NF-kB humano y se mostrd que esta
actividad era dependiente de la reticulacion. Los mAb? que contenian el dominio de unién a antigeno de los Fcab FS22-
053-008 y FS22-172-003 mostraron la mejor actividad en este ensayo.

Adicionalmente, se mostré que cuando los mAb? se prepararon a partir de estos Fcab, de manera que contenian el
dominio de unién al antigeno CD137 y una regién Fab de unién a PD-L1, asi como la mutacién LALA en su dominio
CH2 para reducir o anular la unién a receptores Fcy, los mAb? tuvieron entonces una potente actividad de células T
en un ensayo de activacién de células T DO11.10 humanas y se mostré que esta actividad era dependiente de la
reticulacion mediante la union a células que expresaban PD-L1. También se mostré que los mAb? tenian actividad
dependiente de la reticulacion en un ensayo de activacion de células T CD8* humanas primarias, proporcionando
evidencia adicional de que los mAb? que contenian estos dominios de unién al antigeno CD137 madurados por afinidad
son capaces de inducir eficazmente el agonismo de CD137 y que esta actividad agonista esta condicionada por la
reticulacion.

También se mostro que los mAb? contenian el dominio de unién al antigeno anti-CD137 humano eran especificos para
CD137 y no se unian a otros miembros de TNFRSF. Se mostré que los mAb? se unen preferiblemente al antigeno
CD137 dimérico humano sobre el antigeno CD137 monomérico humano. Finalmente, se mostré que estos mAb? se
unian a CD137 dimérico de cynomolgus con afinidad comparable a CD137 dimérico humano.

Sorprendentemente, se descubrié que un clon de Fcab, FS22-053-014, también era capaz de unirse a CD137 de
ratén. El andlisis de secuencia de FS22-053-014 revel6 una posibilidad de secuencia potencial, que se corrigié por
mutagénesis dirigida a sitio para producir el clon FS22-053-017. La caracterizacién del FS22-053-017 reveldé que
retenia propiedades de unién similares y que mostraba una actividad funcional similar en un ensayo de activacion de
células T DO11.10 de CD137 humano que FS22-053-014.

Habiendo demostrado que los mAb? que contienen el dominio de union al antigeno anti-CD137 humano requieren
reticulacion con el fin de agrupar y activar CD137, el siguiente objetivo fue preparar un mAb? que se une a PD-L1
humano ademas de a CD137. Se propuso la hipotesis de que la union del mAb? a PD-L1 humano a través de los
brazos Fab provocaria la reticulacién de las moléculas de anticuerpo, lo que a su vez conduciria a la agrupacion y
activacion de CD137 y que esta activacion dependeria de la presencia de la expresion de PD-L1 humano.

Con el fin de preparar mAb? que se unen a PD-L1 humano ademas de a CD137, fue necesario en primer lugar generar
mAb que fueran capaces de unirse a PD-L1. La generacién de estos mAb se describe a continuacion.

Ejemplo 4: Aislamiento de mAb anti-PD-L1 sin activar 280 02 G02
4.1 Selecciones

Se empled la biblioteca de presentacion en fago de anticuerpo humano "IONTAS 1" (IONTAS Ltd.) para 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 aprobacion del Comité Etico de Investigacion Local.

Se realizaron tres rondas de selecciones en fase soélida con la biblioteca de presentacion en fago de anticuerpo
IONTAS 1 usando antigeno que se us6 para recubrir directamente sobre tubos Nunc de poliestireno como se describe
por Schofield et al, 2007. La primera, segunda y tercera ronda de selecciéon emplearon PD-L1-F¢-His humano, PD-L1-
rCD4-His de ratén y PD-L1-Fc-His humano, respectivamente (véase el Ejemplo 1.3 para detalles de los antigenos).

La poblacién seleccionada de anticuerpos anti-PD-L1 de pesada variable (VH) se intercambié con una poblacién de
anticuerpos de ligera variable (VL) sin tratamiento previo como se describe por Dyson et al., 2011, y esta poblacion de
anticuerpo presentado en fago, rescatada, intercambiada, se empleé en selecciones en fase de solucién. En resumen,
se realiz6 la seleccion y reconocimiento con PD-L1-rCD4-His humano (10 nM), PD-L1-rCD4-His humano (200 pM) y
PD-L1-rCD4-His de raton (10 nM) en las rondas 1, 2 y 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, segun se determiné mediante un ELISA policlonal de fago realizado segun se describe por
Dyson et al., 2011, y mostré una minima reactividad cruzada con PD-1 humano o con rCD4 o etiquetas de Fc.
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4.2 Cribado: ELISA, ensayo de bloqueo recombinante, ensayo de bloqueo basado en células
4.2.1 ELISA de scFv monoclonal

La poblacion de scFv de la Seleccién 280 del Ejemplo 4.1 se crib6 por ELISA para identificar los clones que se unian
mejor a PD-L1 humano. La poblacion de scFv se subcloné en el vector soluble de scFv pSANG10 y se prepararon
cultivos de E. coli que contenian scFv solubles como se ha descrito (Martin et al., 2006; Studier, 2005). Se utilizaron
entonces scFv solubles en un ELISA monoclonal con PD-L1-rCD4-His humano inmovilizado como se describe por
Schofield et al., 2007. Se recubrieron placas Nunc Maxisorp (Thermo Fisher Scientific, 437111) con PD-L1-rCD4-His
humano (5 pug/ml, PBS) durante la noche, se bloquearon con MPBS al 2 % durante 1 hora y se afiadié el sobrenadante
del cultivo de E. coli (dilucion 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
primaria se seleccionaron para analisis adicional.

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

Para identificar los clones que bloqueaban la interaccién entre PD-L1 y PD-1, 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 PD-1-rCD4-His humano (5 pg/ml en MPBS al 3 %) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se mezclé previamente
PD-L1-Fc-His humano (50 pl, 0,2 nM) con sobrenadante de cultivo de E. coli que contenia scFv. Las placas de 96
pocillos Nunc se lavaron 3 veces con PBS, Tween™-20 al 0,1 % (PBS-T) y 3 veces con PBS, después se afadio la
mezcla de PD-L1-Fc-His/scFv humana 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 Elmer, 1244-360) seguido de solucién de
potenciacion DELFIA (Perkin Elmer, 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 4.2.1 anteriormente, pero usando PD-L1-rCD4-His de raton inmovilizado en lugar de PD-L1
humano. Esto identificé 50 clones anti-PD-L1 de ratén con reactividad cruzada, que eran candidatos para la conversién
al formato de IgG1.

4.2.3 Conversion de los clones de scFv anti-PD-L1 bloqueantes a formato IgG1

Los clones de scFv anti-PD-L1 que bloquearon la interacciéon entre PD-L1 y PD-1 se convirtieron en formato 1gG1
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-espin "por lotes de 1 etapa” de Proteus (Generon,
GEN-1SB08) segln las instrucciones del fabricante. La dialisis de los anticuerpos purificados se realizé con tubos
GeBAflex maxi, con un punto de corte de 8 kDa (Generon, D045). Si fue necesario, los anticuerpos se concentraron a
2 UM por ultrafiltracion.

4.2.4 Cribado de la actividad bloqueante de PD-L1-PD-1 en un ensayo de cocultivo indicador Jurkat-NFAT

La actividad funcional de los mAb anti-PD-L1 purificados se evalubé después en un cribado de ensayo indicador en
cocultivo. Este cribado se realizd usando la linea celular Jurkat estable GloTiter NFAT-luc2/PD-1 (Promega,
CS187102) y células PD-L1 de descongelacion y uso (Promega, CS178103) segun 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 retird
el medio y en paralelo se resuspendieron células indicadoras PD-1 Jurkat (Promega, CS187102) en medio de ensayo
(RPMI1640 al 90 %, FBS al 1 %). A la placa que contenia células PD-L1 adheridas, se afiadieron 40 pl de medio de
ensayo que contenia diferentes anticuerpos a una concentracién 2x (200 nM) seguido de 40 pl de la mezcla celular
PD-1. La placa se incub6 durante 6 horas a 37 oC, CO2 al 5 %. Se afiadié reactivo BioGlo (Promega, G7940, 80 pl) a
cada pocillo y se ley6 el resultado de la luciferasa usando un lector de placas BMG pherastar. Este anticuerpo
identificado G1/280_02_G02 como capaz de bloquear la interaccion de PD-L1 con PD-1 en un ensayo de cocultivo,
segun lo determinado por el aumento de la actividad de luciferasa en comparacién con los controles sin anticuerpo.
Esta actividad se confirmé en un ensayo de cocultivo de respuesta a la dosis (intervalo de concentracién doble: 200 a
1,56 nM) que dio como resultado una concentracion eficaz mitad de la maxima calculada (CE50) de 4,2 nM.

4.3 Optimizacion de secuencia

El andlisis preliminar de la secuencia del anticuerpo G1/280_02_G02 dio como resultado |a identificacion de un sitio
de desamidacion potencial en la 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 donde el
resto NG se cambié a NA, NS, SG o GG. Estas modificaciones no dieron como resultado ninguna reduccion
significativa en la afinidad por PD-L1 recombinante o potencia en la actividad bloqueante de PD-L1, y se eligi el clon
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variante que contenia la modificaciéon de NS, designado G1/280_02_G02_NS, para su uso en un intercambio de
cadena ligera.

4.4 Resumen de selecciones sin tratamiento previo

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

Ejemplo 5: Generacion y caracterizacion de clones anti-PD-L1 que contenian cadena ligera 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 tienen cadenas ligeras kappa (Jain et al., 2017), se buscd, mediante el
uso de una campafia de intercambio de cadenas, generar clones que comprendian la cadena pesada del anticuerpo
G1/280_02_G02_NS, pero emparejada con cadenas ligeras kappa, que retuvieron la afinidad por PD-L1 humano y
reactividad cruzada con ratén. Se us6 la biblioteca de cadena ligera kappa IONTAS™ en el plasmido de presentacion
en fago plONTAS-1 (biblioteca kappa) para preparar una biblioteca de intercambio de cadena ligera de clones de scFv
que comprendian la cadena pesada del anticuerpo G1/280_02_G02_NS acoplada con variantes de cadena ligera.

5.1 Selecciones de fagos y estrategia de cribado

Se realizaron varias selecciones en solucién de presentacion en fagos en tres rondas usando antigenos PD-L1-rCD4-
His humano biotinilado y PD-L1-rCD4-His de raton (véase el Ejemplo 1.3 para detalles de los antigenos). Las
selecciones se realizaron disminuyendo las concentraciones de antigeno en cada ronda (variando de 100 a 0,02 nM)
y para cada ronda de seleccion se usé un control "sin antigeno”.

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 expresidén de scFv soluble como se describe en la seccién 1.3.1. Se
cribo un total de 1.692 clones de scFv solubles para determinar la unién al antigeno inmovilizado en ELISA (antigeno
hu-PD-L1-rCD4-His recubierto a 3 pg/ml en PBS Dulbecco, 50 pl, en placas Maxisorb) usando el ensayo descrito en
el Ejemplo 4.2.1 anterior empleando la 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 (clasificacién 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 expresion 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 en los 5° dia después
de la transfeccién para un cribado adicional en formato de IgG1.

5.2 Cribado por SPR

Los 48 anticuerpos se clasificaron por afinidad usando SPR (instrumento Biacore T200). Para la clasificacién, los
sobrenadantes diluidos (1:10 en tampo6n de ejecucién compuesto por 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 sobre la superficie preparada a una concentracién de 50 nM. Las constantes de a tasa de asociacion (ka) y
disociacion (ks) generadas usando esta inyeccién (nica se usaron para determinar la constante de disociacién (Kp).
Los valores de Kp de los clones se compararon con los del clon G1/280_02 _G02_NS en formato Igi
(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 500-800 RU
de anticuerpo capturado. Se inyectaron diluciones dobles de PD-L1-rCD4-His a partir de 50 nM a un caudal de 30
pl/min, (Intervalo de concentracion: 50 nM-0,05 nM) sobre FC1 y FC2. La asociacién se midié durante 180 segundos,
y la disociacion 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 las celdas de referencia y ajuste de
los datos experimentales del sensograma asumiendo una interaccién 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, kg, y
Ko 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 Kp 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 intercambio de cadenas ligeras kappa descrito en el Ejemplo 5.1 permitié que la cadena pesada del
anticuerpo G1/280_02_G02_NS se emparejara no solo 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
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recombinante.
5.3 Caracterizacion de clones kappa en formato IgG1
5.3.1 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_EO05y
G1/887_04_G12, para bloquear la interaccion entre PD-1y PD-L1 se evalué en un ensayo bioluminiscente basado en
células usando un producto de bioensayo de bloqueo de PD-1/PD-L1 (Promega, J1250/J1255) segun las
recomendaciones del fabricante. La actividad bloqueante se compar6 con el clon G1/280_02_G02_NS.

Brevemente, todos los anticuerpos se purificaron como se describe en el Ejemplo 4.2.3 y se ensayaron a diluciones
de 3 veces de 100 nM a 35 pM (ocho concentraciones) por duplicado. Se mostro que todos los clones ensayados eran
potentes inhibidores de la interaccion PD-1/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 que mostraban incluso valores mejores de Clso que el clon
G1/280_02_G02_NS que contenia la cadena ligera lambda.

5.3.2 Afinidades

Se midié entonces la unién de los mAb anti-PD-L1 G1/887_04_E12, G1/887_04_G12 y G1/894 08 E05 a PD-L1
humano recombinante (hPD-L1-Avi-His biotinilado, Acro Biosystems, PD1-H82ES), de cynomolgus (cPD-L1-His, Acro
Biosystems, PD1-C52H4) y de ratén (mPD-L1-His, Acro Biosystems, PD1-M5220) mediante SPR usando una unidad
de procesamiento Biacore T200 (GE Healthcare). Las afinidades se compararon con el clon 280_02_G02_NS en
formato 1gG1 (G1-AA/280_02_G02_NS; el "AA" en este nombre de clon indica que este clon también contenia la
mutacion "LALA" en el dominio CH2).

Brevemente, los mAb anti-PD-L1, diluidos en tamp6n 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 humano recombinante, de
cynomolgus y de ratén, diluidos en tampén HBS-EP, se inyectaron en la celda de flujo 1, 2, 3 0 4 segln fuera apropiado
en un intervalo de concentracion 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 tampdn 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 seg 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 union usando la union del modelo
1:1 con transferencia de masa, con constante de indice de refraccion (RI) 0. Para determinar las afinidades de las
curvas de union de PD-L1 de ratén, se us6 la Rmax de los perfiles de unién humanos correspondientes.

Los datos de unién demostraron que el clon G1-AA/280_02_G02_NS vy los clones G1/894_08_E05, G1/887_04_E12
y G1/887_04_G12 se unieron a PD-L1 humano y de cynomolgus con bajas afinidades nanomolares o subnanomolares
de un solo digito y tenian una reactividad cruzada completa humano/de cynomolgus. En comparacién con el clon G1-
AA/280_02_G02_NS, las afinidades de unioén de los clones G1/894_08 EO05, G1/887_04 E12 y 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 Ko que
iban 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 G1-AA/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.

5.3.3 Unién de los mAb anti-PD-L1 a PD-L1 expresado en células

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 expresan PD-L1 humano (células HEK.hPD-L1) usando citometria de flujo.
La unién no especifica también se evaludé 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 subclond el ADN¢ que codifica PD-L1 humano (SEQ ID NO: 185) en el vector pcDNA™5/FRT (ThermoFisher
Scientific No. de Cat. V601020) usando sitios de restriccion Kpnl y 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 %, 100 ug/ml de Higromicina B (Melford Laboratories Ltd,
Z2475) y 15 pg/ml de Blasticidina (Melford Laboratories Ltd, B1105) durante 3-4 semanas hasta que se hubieron
formado colonias de células transformadas de manera estable. Estas colonias se amplificaron en presencia de 1 pg/ml
de doxiciclina (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 tampoén 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 medir usando un citémetro Accuri C6 (BD Biosciences). Los datos se analizaron usando el software
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FlowJoX. La expresién de PD-L1 humano se detecto en la linea celular.

Se encontré que los clones G1/894 08 E05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12 se unian a PD-L1 humano de la
superficie celular con valores de CEso en el intervalo de 0,26 - 0,29 nM. No se observé unién a células HEK293
parentales, lo que muestra la especificidad de la unién. Por lo tanto, todos los clones de mAb ensayados se unieron
especificamente a PD-L1, sin que se observara unién no especifica.

5.3.4 Actividad de los mAb anti-PD-L1 en el ensayo de reaccion de linfocitos mixtos

La actividad de los mAb anti-PD-L1 se ensay6 en un ensayo de reaccion de linfocitos mixtos (MLR). Un ensayo 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 de
puntos de control inmunitarios, el ensayo de MLR puede usarse para confirmar que la activacién de las células T se
potencia por el mAb en un sistema humano.

Generacion de células T CD4* expandidas

Se aislaron PBMC de conos de leucocitos mediante separacion en gradiente de Ficoll. Las células T CD4+ se aislaron
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
agitacién en voértex. Las perlas se transfirieron a un tubo estéril de 15 ml y 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 x108 células/ml en RPMI con FBS al 10 % y 1x Solucién de Penicilina Estreptomicina y 50 Ul/ml de IL-2
humana recombinante (Peprotech, 200-02-50 pg) con una relacién de perla a célula 3:1 se transfirieron a un matraz
T75 (Greiner Bio-one, 690195) y se incubaron a 37 °C + COz 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 % + Solucién de Penicilina Estreptomicina 1X + 50 Ul/ml de rhulL-2) segin sea necesario. El dia 7
u 8, se retiraron las perlas de CD3/28 y las células T CD4+ se dejaron reposar durante la noche a 1 x 108 células/ml
de medio fresco RPMI-FBS al 10 % + Solucién de Penicilina Estreptomicina 1X con 10 Ul/ml de rhulL-2 reducido. Las
células se almacenaron congeladas hasta que se requirieron.

Diferenciacion 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.

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, CO2 al 5 % en medio AIM V durante la noche. Los mAb anti-PD-L1 humano,
G1/894_08_E05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12 se diluyeron a 4x la concentracion final por triplicado en 50 pl 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 y Bedzyk et al, 1990}, que contenia la mutacion LALA se incluyé como control negativo. Se
ensay6 una serie de diluciones de 3 veces partiendo de 30 nM a 0,002 nM. Tanto 1x10* células iDC suspendidas en
50 pl de medio AIM V como 1x10° células T CD4+ expandidas suspendidas en 100 pl de medio AIM V se afiadieron a
las diluciones de anticuerpo y se incubaron durante 5 dias a 37 °C + CO2 al 5 %. Se incluyeron los siguientes controles:
células T CD4+* solas, iDC solas, células T CD4+ + iDC y medio AIM V solamente. Se recogieron los sobrenadantes,
se diluyeron las muestras (1:25) y se midieron las concentraciones de interferén gamma (IFN-y) usando ELISA de IFN
gamma humano Kit Ready-SET-Go! (Life Technologies, 88-7316-77). Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector
de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de 630 nm se restaron de los de 450 nm
(Correccion). La curva estandar para el calculo de la concentracién de citocinas se bas6 en un ajuste de curva logistica
de cuatro parametros (Gen5 Software, BioTek). La concentracién de IFN-y humano se representd frente al logaritmo
de la concentracioén 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_8 EO05, G1/887_4 E12 y G1/887_4 (G12, mostraron una potente actividad en
el ensayo de MLR con valores de CEsg inferiores a 0,030 nM y un nivel méximo de IFN-y (Emax) mayor de 10.000 pg/ml.
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 concentracion méaxima de IFN-y conseguida en el ensayo. No se observé actividad con el mAb
G1-AA/4420 de control negativo, como se esperaba.

5.4 Actividad de los mAb anti-PD-L1 en un ensayo de activacion 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 una reactividad
cruzada débil con PD-L1 de ratén (véase el Ejemplo 5.3.2), se examiné su actividad funcional hacia PD-L1 de ratén
en un ensayo de liberacién de interleucina-2 (IL-2) basado en las lineas celulares de hibridoma de linfocitos T OVA
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DO11.10 y LK35.2 B. La liberacion de IL-2 es un marcador de la activacion de las células T. Las células T que expresan
PD-1 murino endbgeno se transfectaron con vector vacio (pLVX). Las células B se transfectaron con una construccion
de PD-L1 de ratén.

5.4.1 Produccion de lineas de células T con un vector vacio

Se us6 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
expresion Lenti-X (pLVX) (No. de Cat. 631253) se cotransfecté con una mezcla de empaquetamiento Lenti-X HTX en
la linea celular Lenti-X 293T (No. de Cat. 632180) para generar virus. La linea celular DO11.10 se transdujo usando
las particulas lentivirales producidas con el sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX.

5.4.2 Produccion de células presentadoras de antigeno que sobreexpresan PD-L1

Se us6 metodologia de transduccién lentiviral para generar células de linfoma de células B LK35.2 (ATCC, HB-98) que
sobreexpresaban PD-L1 de raton usando el sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX (No. de Cat. 631249). El vector
de expresion Lenti-X (pLVX) (No. de Cat. 631253) que contenia ADNc que codificaba PD-L1 de raton (SEQ ID NO:
187) se cotransfectd con una mezcla de empaquetamiento Lenti-X HTX en la linea celular Lenti-X 293T (No. de Cat.
632180) para generar virus. La linea celular LK35.2 se transdujo usando los vectores lentivirales producidos con el
sistema de empaquetamiento Lenti-X HTX.

5.4.3 Ensayo de activacion de células T DO11.10 de raton

Se prepararon diluciones de los mAb anti-PD-L1 G1/887_04_E12, G1/887_4_G12 y G1/894_08_EO05 o el mAb de
control negativo anti-FITC (G1-AA/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 4x10%ml de células LK35.2
mPD-L1 en medio experimental en presencia de péptido OVA 2,46 uM (H-ISQAVHAAHAEINEEAGR-OH (SEQ ID NO:
192) (Pepscan)) (100 pL de células LK35.2 mPD-L1 (hibridoma de células B transducido con un vector lentiviral que
contiene mPD-L1 para sobreexpresar PD-L1 de ratén)/mezcla de mAb por pocillo en placa de fondo redondo de 96) y
se incubo6 a 37 °C, COz al 5 % durante 1 hora. Se afiadieron 2x10° células pLVX DO11.10 (hibridoma de células T
DO11.10 transducidas con un vector lentiviral vacio)/ml en 100 pl de volumen de medio experimental a 100 pl de la
mezcla de mPD-L1/(mAb) LK35.2. Las células se mezclaron después antes de incubarse a 37 °C, COz al 5 % durante
24 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se ensayaron con el kit de ELISA para IL-2 de ratdn (eBioscience, 88-
7024-88 o R&D systems, SM2000) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron a 450 nm usando
el lector de placas con el software Gen5, BioTek. Los valores de absorbancia de 570 nm se restaron de los de 450 nm
(Correccion). La curva estandar para el calculo de la concentracién de citocinas se bas6 en un ajuste de curva logistica
de cuatro parametros (Gen5 Software, BioTek). La concentracion de IL-2 de ratén se represent6 frente al logaritmo de
la concentracién de mAb y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacion de logaritmo (agonista) frente a
respuesta en GraphPad Prism.

Los mAb anti-PD-L1 humano mostraron una actividad significativa en el ensayo de activacién de células T de ratén
con potencias (CEso) en el intervalo de 1-4,4 nM. No se observo actividad con el mAb de control negativo, como se
esperaba. De los tres clones ensayados, G1/887_04_E12, que mostré la afinidad mas alta por PD-L1 recombinante
de raton, también fue el clon mas 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.

5.5 Resumen para la caracterizacion de clones kappa en formato IgG1

Los mAb anti-PD-L1 G1/894_08_ EO05, G1/887_04_E12 y G1/887_04_G12, que contenian las cadenas ligeras kappa
seleccionadas demostraron reactividad cruzada para PD-L1 de cynomolgus y ratdon, 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 mostré que los mAb anti-PD-L1
G1/894_08 _EO05, G1/887_04 E12 y G1/887_04_G12 eran potentes activadores de las células T humanas in vitro y
que tenian reactividad cruzada funcional en ratones.

Ejemplo 6: Optimizacion de secuencia de los mAb de PD-L1
6.1 Identificacion y eliminacion 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
en el bucle H-CDR2 (en las posiciones 54-57 de Kabat) como un sitio de desamidacién potencial, que si se desamidaba
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 campafa de barajado de cadenas descrita en el Ejemplo 5, asi que este sitio de
desamidacion potencial también estaba presente en los clones G1/887_04 _E12, G1/894_08_A05, G1/894_08_EO05y
G1/887_4_G12. Usando cebadores especificos mas cercanos a la secuencia de la linea germinal, la secuencia NSNT
se cambio en los cuatro clones que contenian la cadena ligera kappa mediante mutagénesis dirigida a sitio a GGST,
SGGT o SGNA para producir los clones variantes identificados. Al mismo tiempo que se elimina este sitio de
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desamidacion potencial, también se investigd el papel del residuo de prolina en la posicion 28 de Kabat en la regién
VH del clon G1/887_04_E12, que se introdujo involuntariamente en la secuencia de este anticuerpo durante el
intercambio 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. Los clones parentales y variantes resultantes (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 generé cyno
PD-L1-rCD4-His como se describe en el Ejemplo 1.3. Con la excepcion de los clones variantes derivados del clon
G1/887_04_E12, todos los clones variantes conservaron sus afinidades subnanomolares por PD-L1 humano y de
cynomolgus en comparacion con su clon parental respectivo.

Los clones modificados derivados de los clones parentales G1/894_08_A05, G1/894 08 EO05 y G1/887_04_G12
mostraron afinidades subnanomolares para PD-L1 humano y de cynomolgus comparables a las de su clon parental
respectivo, lo que indica que las sustituciones GGST, SGGT y SGNA se toleraban bien. Las afinidades muy reducidas
de los clones G1/929 _01_A01, G1/929_01_A02y G1/929_01_A03 en comparacién con su parental (G1/887_04_E12)
se consideraron probablemente debidas a la eliminacién de la prolina en la regiéon VH en la posicién 28 de Kabat en
lugar de a la presencia de las sustituciones GGST, SGGT y SGNA en H-CDR2. Fue sorprendente que este residuo
de prolina en el clon G1/887_04_E12 parecia ser importante para su afinidad por PD-L1. Las variantes derivadas de
los tres clones parentales G1/887_04_E12, G1/894_08_E05 y G1/887_04_G12 que contenian la sustitucion SGGT 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 caracterizaciéon adicional basandose en que esta sustitucion SGGT estaba mas préxima a la
secuencia de la linea germinal.

Usando mutagénesis dirigida a sitio, también se modifico el sitio de desamidacién potencial (NSNT en la posicion 54
a 57 de Kabat) en el bucle H-CDR2 del clon G1/280_02_G02_NS a SGGT. 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 (numeracion de Kabat) a una tirosina, ya que se encuentra tirosina
en esta posicidén en varias secuencias de |a 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 combinacion de estas
modificaciones produjo el clon G1/lam-G02v3 que contenia la cadena ligera lambda, que también se selecciono para
una caracterizacion adicional.

Ejemplo 7: Caracterizacion de los mAb
7.1 Clonacion y produccion de clones en formato 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 6 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 expresién transitoria
en células HEK293-6E vy la purificacion usando columnas de proteina A de 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/lam-G02v3)
identificados en el Ejemplo 6 en formato IgG1 y con la mutacion LALA para permitir el ensayo de su actividad funcional
en ausencia de funcién efectora. Los mAb resultantes se designaron G1-AA/E12v2, G1-AA/EQ5v2, G1-AA/G12v2 y
G1-AA/lamG02v3 (denominados G1-AA/lamG02v3 o G1-AA/lambdav3). Las secuencias de cadena pesada y ligera se
muestran respectivamente en la SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17 para G1-AA/E12v2, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO:
28 para G1-AA/EO5v2, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 33 para G1-AA/G12v2 y SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 44 para
G1-AA/lam-G02v3.

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

Para determinar si las modificaciones de secuencia adicionales presentes en G1-AA/lam-G02v3 (es decir, NSNT a
SGGT en la VH-CDR2, NS a NY en la VL-CDR1 y la mutacién LALA) y los mAb que contienen la cadena ligera kappa
G1-AA/E12v2, G1-AA/EOSv2 y G1-AA/G12v2 (es decir, la mutacion LALA y, en el G1-AA/E12v2 solo, treonina a prolina
en la posicién 28 de Kabat en la region VH) tenian afectadas la cinética de unién, se determinaron las afinidades de
estos mAb anti-PD-L1 para PD-L1 humano y de cynomolgus como se describe en el Ejemplo 5.3.2. Los mAb G1-
AA/lam-G02v3, G1-AA/E0Sv2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/G12v2 exhibieron afinidades por PD-L1 humano y de
cynomolgus similares a las observadas en el Ejemplo 5.3 para los mAb G1-AA/280_02_G02_NS, G1/894_08_EO05,
G1/887_04 E12y G1/887_04 G12, lo que demuestra que las afinidades de union de los mAb y mAb? ensayados no
se vieron afectadas por la modificacién de los sitios de desamidacién potenciales o la introduccion de la mutacién
LALA. El mAb G1-AA/E12v2 mostré el valor de Kp mas bajo de los cuatro mAb ensayados (0,21 nM para PD-L1
humano, y 0,37 nM para PD-L1 de cynomolgus). Los resultados se muestran en la Tabla 4.

El VH del mAb G1-AA/E12v2 difiere de la regidon de G1/929 01_A02 (Ejemplo 6) por un residuo, E12v2 tiene una
prolina en la posicién 28 de Kabat, mientras que G1/929_01_A02 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 comparacion con G1-
AA/E12v2, estos datos demuestran la importancia del residuo de prolina en la posicién 28 en la VH del clon E12v2
(nomenclatura de Kabat) por su afinidad por PD-L1 humano y de cynomolgus.
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Tabla 4
Clon Kb de PD-L1-His K humano (nM) Kp de PD-L1-His de cyno (nM)
G1AA/IamG.02v3 ............................................. 134 ............................................................................ ; 45
G1-AA/EQ5v2 | 0,50 | 0,89
S G. 1AA/E12v2 .................................................. 021 ............................................................................. 037
G1-AA/G12v2 | 0,44 | 0,75

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

Los mAb anti-PD-L1, G1-AA/E05v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/GO5v2 se ensayaron en un ensayo de reaccion de
linfocitos mixtos (MLR) como se describe en el Ejemplo 5.3.4. Se us6 G1-AA/4420 como control negativo. Los datos
resultantes se muestran en la Tabla 5. Los mAb G1-AA/E05v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/G12v2 mostraron una potente
actividad en el ensayo de MLR con valores de CEso inferiores a 0,054 nM y un nivel maximo de IFN-y (Emax) mayor de
600 pg/ml (Tabla 5). Los valores de CEso y especialmente de Emax eran significativamente diferentes de los descritos
en el Ejemplo 5.3.4. Se cree que esta diferencia se debe a la variabilidad del donante, ya que la respuesta depende
de la reaccion 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 5.3.4,
como lo fue la clasificacion de los clones por orden de potencia. No se observé ninguna actividad para el mAb G1-
AA/4420 de control negativo, como se esperaba.

Tabla 5
R Clon ................................................................ . ct|V|dadfunc|ona|ene|ensayodeMLR
CEso (nM) Emax (pg/ml}
................................. G1AA/E05v2 0047 632
G1-AA/E12v2 0,054 666
G1-AA/G12v2 0,040 686
G1-AA/4420, control negativo Sin actividad

7.4 Expresion, purificacion y caracterizacion analitica de los mAb anti-PD-L 1

Los mAb G1-AA/E05v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/G12v2 se produjeron a escala de laboratorio y se caracterizaron por
los métodos analiticos estandar de SEC y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

7.4.1 Expresion y purificacion a escala de laboratorio de los mAb anti-PD-L1

Las secuencias de ADN que codifican los mAb G1-AA/EQ5v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/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 preempaquetadas de Proteina A MabSelect
usando un instrumento AKTAxpress (ambos de GE Healthcare, Uppsala, Suecia). El equilibrio 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 lavo usando Tris 50 mM, NaCl 250 mM a pH 7,0 y esto fue seguido por la elucién del mAb usando tampén a pH
menor de 3,5.

7.4.2 Analisis por SE-UPLC

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

7.4.3 Termoestabilidad

La temperatura de fusion (Tm) de G1-AA/EO05v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/G12v2 se midié usando un calorimetro
diferencial de barrido capilar Microcal VP (DSC). Se incluyé G1-AA/lam-G02v3 para evaluar la diferencia entre los
mAb que contienen la cadena ligera kappa y lambda. Las muestras se midieron en tampén de muestra a una
concentracion de 0,2 mg/ml. La velocidad de escaneo se ajustd a 60 °C/h y los datos se recogieron entre 35 °C y
100 °C. El analisis de los datos se realiz6 con el software Origin 7.0. Como los picos de DSC de Fab y CH3 se
superponian, se informé de un valor.

Tabla 6

?mAb Pureza del monémero después de la Proteina A % Tm de Fab/CH3
§G1-AA/E05v2 99,48 +0,01 % 80,4-82,8 °C
G1-AA/E12v2 ....................... ........................................................ 9 8,8510,07% .................................................................. 81,484,100 .......
?G1-AA/G12v2 99,83 +£0,11% 78,1-81,3 °C
G1AA/IamG02v3 ......................................................... 99751025%681°C ...........

Un resumen de los resultados se muestra en la Tabla 6. Los tres mAb: G1-AA/E05v2, G1-AA/E12v2 y G1-AA/G12v2
mostraron parametros de caracterizacion analitica favorables; la pureza del monémero después de la Proteina A fue
mayor del 98 % y se encontré que la estabilidad térmica de la transicion Fab (Tm) estaba en el extremo superior de
las transiciones notificadas tipicamente para IgG1, con G1-AA/E12v2 pareciendo ser el més estable térmicamente (Tw
de Fab/CH3= 81.484.1 °C). El mAb de cadena ligera lambda, G1-AA/lamG02v3, tenia una Tm mas baja que los tres
mAb que contenian cadena ligera kappa.

Ejemplo 8: Produccion y caracterizacion de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano
8.1 Produccién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano

Los anticuerpos mAb? de CD137/PD-L1 que consistian en moléculas de lgG1 que comprendian los 3 clones de Fcab
anti-CD137 humano FS22-053-008, FS22-053-017 y FS22-172-003 (véase el Ejemplo 3) se produjeron para permitir
la caracterizacion de los Fcab en un formato de mAb2. Los mAb? de CD137/PD-L1 se prepararon sustituyendo parte
de los Fcab del dominio CH3 que comprendian los bucles AB, CD y EF por la regién correspondiente del dominio CH3
de uno de los tres anticuerpos de union anti-PD-L1 (G1-AA/EQ5v2, G1-AA/E12v2, G1-AA/G12v2; véase el Ejemplo
7.1). Todos los mAb? resultantes contenian la mutacién LALA. Los mAb? de CD137/PD-L1 se expresaron
transitoriamente con la ayuda de PElpro (Polyplus, Francia) en células HEK293 6E (NRCC, Canadd). Después de 5
dias, se recogieron los fluidos del cultivo celular y se purificaron en columnas preempaquetadas de Proteina A
MabSelect usando un instrumento AKTAxpress (ambos de GE Healthcare, Uppsala, Suecia). El equilibrio de las
columnas se llevé a cabo en Tris-HCI 50 mM, NaCl 250 mM, pH 7,0 seguido de carga con fluido de cultivo celular
recogido. La resina se sometié entonces a lavado en Tris-HCI 50 mM, NaCl 250 mM, pH 7,0 seguido de elucién del
mAb? usando tampén a pH < 3,5.

Para evaluar la cantidad de proteina producida, se cuantificé el contenido de proteina IgG mediante interferometria de
biocapa usando la plataforma Octet QKe (ForteBio) con biosensores de cuantificacién de Proteina A de PALL (18-
5021). Las proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de Proteina A usando columnas mAb
SelectSure. Se purificaron nueve mAb? usando columnas de Proteina A mAb Select SuRe (GE Healthcare, 11003494).
Los resultados se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7
mAb? para CD137/PD-L1
FcabdeCD137 ......... FabdePDL1 ....................... rram— ........ T |tu|oenexpre5|on ......... Rendlmlento
;transitoria de HEK (mg/l) (Proteina A)

FS22-053-008-AA E05v2 FS22-053-008-AA/E05v2 88 69 %
FS22-053-008-AA E12v2 FS22-053-008-AA/E12v2 113 74 %
FS22-053-008-AA G12v2 FS22-053-008-AA/G12v2 108 88 %

- VP S s F822053017AA/E05v2 ........................... P S ; 8%

BTy ............ PP F822053017AA/E12v2 .......................... 198 ............. T
FS22-053-017-AA G12v2 FS22-053-017-AA/G12v2 89 81 %
FS22-172-003-AA EQ5v2 FS22-172-003-AA/E05v2 127 82 %

[ s PP & TS S 26076%

[ TS R P 822172003AA/G12v2 ......................... 22969%

Todos los 9 anticuerpos mAb? de CD137/PD-L1 se produjeron mediante expresion transitoria en HEK 293 6E y se
obtuvieron titulos y rendimientos de purificacion de proteina A dentro del intervalo tipico esperado a escala de
laboratorio. También se expres6 FS22-172-003-AA-lam/G02v3 y se purificé para ensayo adicional.

8.2 Caracterizacién biofisica de mAb? por cromatografia de exclusién por tamafo (SEC) y SDS-PAGE
8.2.1 Analisis por SE-HPLC

La SE-HPLC después de la purificacion se realizé en un HPLC de Agilent serie 1100 (Agilent, Reino Unido), equipado
con una columna TSK-GEL SUPERSW3000 4,6 mm de DI x 30,0 cm (Tosoh Bioscience) usando fosfato sédico
20 mM, cloruro sédico 200 mM, pH 6,8 como fase moévil. La cuantificacién del % de mondmero se realizé usando el
software Chemstation (Agilent, Reino Unido).

8.2.2 Anélisis por CE-SDS

El andlisis por CE-SDS se realiz6 en un Sistema de Electroforesis Capilar 2100 Bioanalyzer (Agilent, Reino Unido),
segun las instrucciones del fabricante. Para las condiciones reductoras, se afiadié DTT y las muestras se
desnaturalizaron a 70 °C durante 5 minutos.

Tabla 8
mAb2 ...................................................................................... CESDSreduclda ....................... Se
: : Suma del % de cadena pesada + % de cadena % de monomero

! ligera
FS22-053-008-AA/EQ5v2 99,7 % 99,6 %
F822053008AA/E12v2 ................................................ 998% ............................................................................ 989% ..............................
F822053008AA/G12V2 ........................................ Noensayado ......................................... ............................ 6 26% ..............................
FS22-053-017-AA/EQ5v2 99,8 % 99,5 %
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mAb?2 CE-SDS reducida SEC-HPLC
f i Suma del % de cadena pesada + % de cadena % de mondémero
: ligera :

FS22-053-017-AA/E12v2

FS22-053-017-AA/G12V2

FS22-172-003-AA/EQ5v2

[FS22-172-003-AAE12v2 | 99,7 % 97,9%

FS22-172-003-AA/G12v2

Se muestra un resumen de los resultados analiticos en la Tabla 8. Todos los mAb?, excepto FS22-053-008-AA/G12v2,
mostraron una alta pureza después de la purificacién usando Proteina A; un bajo nivel de agregacién y fragmentacion
soluble como se mostrd por el % de mondémero después de la proteina A > 95 % y una alta pureza por CE-SDS
reducida (> 95 %, suma de % de cadena pesada y % de cadena ligera). El FS22-053-008-AA/G12v2 mostré agregacion
después de la purificacion por la Proteina A y, como resultado, no progresé mas.

Ejemplo 9: Caracterizacion de la union de los mAb?
9.1 Afinidad de unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano para PD-L1 humano y de cynomolgus por SPR

Después, se midi6 la union de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, FS22-172-003-AA/lam-G02v3, FS22-172-003-
AA/EO5v2, FS22-053-008-AA/E05v2, FS22-172-003-AA/E12v2, FS22-053-008-AA/E12v2 y FS22-172-003-AA/G12v2
a antigenos PD-L1 recombinantes humanos y de cynomolgus mediante SPR usando una unidad de procesamiento
Biacore T200 (GE Healthcare).

Brevemente, los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, diluidos en tampoén HBS-EP (GE Healthcare, BR100188) a 2 pg/mi,
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. Se usaron dos antigenos PD-L1 humanos
recombinantes diferentes, es decir, hPD-L1-His-Avi (véase el Ejemplo 1.3 para detalles del antigeno) y hPD-L1-Avi-
His biotinilado (Acrobiosystems PD-1-H82E5). Los antigenos PD-L1-His (Acrobiosystems PD-1-C52H4) humanos y
de cynomolgus, diluidos en tampén HBS-EP, se inyectaron en la celda de flujo 1, 2, 3 0 4 segun fuera apropiado en
un intervalo 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 tampdn 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 seg 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 union usando la union del modelo
1:1 con transferencia de masa, con constante de indice de refraccion (RI) 0.

Tabla 9
Clon . Ko de PD-L1-His Ko de PD-L1-His de
: : humano (nM) cynomolgus (nM)
By e R g—
T Ty YT v S s
?Eéﬁé'—'i‘?é:b"éé'-XK)E'{E{/E .................... G ———
FS22-172-003-AA/G12v2 0,49 0,53
FS22-053-008-AA/E05v2 0,47 0,58
FS22-053-008-AA/E12v2 0,19 | 0,25
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Los datos de union demostraron que cada uno de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se unieron a PD-L1 humano y
de cynomolgus con afinidades de bajas a subnanomolares y, por tanto, presentaron reaccién cruzada
humana/cynomolgus (Tabla 9). Todos los clones de mAb? se unieron a PD-L1 humano y de cynomolgus igualmente
bien con valores de KD equivalentes para cada antigeno.

9.2 Afinidad de unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano para CD137 humano y de cynomolgus mediante SPR

La union de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a antigenos CD137 diméricos recombinantes humanos y de
cynomolgus por SPR usando una unidad de procesamiento Biacore T200 (GE Healthcare).

Brevemente, se recubrieron 20 pg/ml de anticuerpo anti-Fab humano (GE Healthcare, kit de captura de Fab humano
28958325) en las celdas de flujo 1, 2, 3 y 4 de un chip CM5 sensor Biacore S (GE Healthcare, BR100530) logrando
una respuesta final de aproximadamente 5.000 RU. Los clones de mAb?, diluidos en tampén HBS-EP (GE Healthcare,
BR100188) a 2-5 pg/ml, se inyectaron individualmente en las celdas de flujo 2, 3 y 4 a 30 pl/min para lograr una
respuesta de aproximadamente 70 RU (200 RU para FS22-172-003-AA/E12v2). Los antigenos diméricos
recombinantes, CD137-mFc-Avi humano o CD137-mFc-Avi de cynomolgus (véase el Ejemplo 1.1 para detalles de los
antigenos) diluidos en tamp6n HBS-EP, se inyectaron en la celda de flujo 1, 2, 3 0 4 segln fuera apropiado en un
intervalo de concentracién de 81 nM a 0,037 nM con diluciones de 3 veces durante 4 minutos a 70 pl/min y luego se
dejaron disociar en tampén durante 10 minutos. La regeneracién se logro inyectando glicina 10 mM pH 2,1 (GE
Healthcare, kit de captura de Fab humano 28958325) durante 60 segundos a una velocidad de 30 pl/min. El analisis
de los datos se realiz6 como se describe en el Ejemplo 9.1.

Tabla 10

?Clon de mAb? Ko de CD137-mFc¢-Avi humano (nM) Ko de CD137-mFc-Avi de cyno (nM)
FS22-172-003-AA/lam-G02v3 1.3 2,2 :
F822172003AA/E05v215 ................................................................................ 10 ....................................
F822172003AA/E12v2 ....................................... 07 ....................................... ....................................... 08 ....................................
FS22-172-003-AA/G12v2 2,2 1.8
FS22-053-008-AA/EQ5v2 2,8 1,1

|F$22-053-008-AA/E12v2 2,6 0,6

Los datos de unién demostraron que los clones de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se unieron a CD137 dimérico
humano y de cynomolgus con afinidades nanomolares bajas y presentaron reactividad cruzada completa humano/de
cynomolgus (Tabla 10). Como se esperaba, estos resultados fueron similares a los datos de unién notificados para
estos clones de Fcab en formato de mAb? "simulado” (Tabla 3, Ejemplo 3.7). La mayor afinidad por CD137 dimérico
se observd para FS22-172-003-AA/E12v2, cuya afinidad también se ensayd posteriormente contra CD137-His-Avi
monomérico usando el mismo método que se ha descrito anteriormente. No se detecté union de FS22-172-003-
AA/E12v2 a CD137 monomérico hasta 81 nM, lo que ilustra que las regiones de unién de Fcab de los mAb? anti-
CD137/PD-L1 humano tienen una baja afinidad por CD137 monomérico. Estos resultados son similares a los
observados también para los Fcab de CD137 FS22-053-008 que muestran que la conversion del Fcab a un formato
de mAb? dio como resultado un pequefio cambio en la unién a CD137.

9.3 Determinacion de la especificidad de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano mediante SPR
9.3.1 Especificidad por PD-L1 humano

Para analizar la especificidad del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, se ensayd la unién de seis mAb? (FS22-172-003-
AA/lam-G02v3, FS22-172-003-AA/E05v2, FS22-053-008-AA/E05v2, FS22-172-003-AA/E12v2, FS22-053-008-
AA/E12v2 y FS22-172-003-AA/G12v2) a otras dianas de células T usando SPR. El objetivo fue demostrar la
especificidad, mostrando la ausencia de unién de los mAb? a los antigenos PD-L2, CD80, PD-1 y B7-H3 a una
concentracion de 1 pM.
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Se inmovilizaron las celdas de flujo en chips CM5 con aproximadamente 1.000 RU de PD-L2-Fc humano (R&D
Biosystems, 1224-PL), CD80-Fc (R&D Biosystems, 140-B1), PD-1-His (R&D Biosystems, 8986-PD), B7-H3-His
(produccién interna de F-star, SEQ ID NO: 193), PD-L1-Fc (R&D Biosystems, 156-B7) y PD-L1-His (Acrobiosystems
PD-1-H83F3). La celda de flujo 1 se dejo para la inmovilizacion del blanco. Los mAb? se diluyerona 1 My 1 nM en
1x tampon HBS-EP (GE Healthcare, codigo de producto BR100188), se dejo fluir sobre el chip durante 3 min y después
se dejé disociar durante 4 min. Se usé una inyeccién de 30 segundos de glicina 10 mM pH 1,5 para la regeneracion.
Se inyectaron anticuerpos de control positivo a 50-100 nM para demostrar el recubrimiento de cada antigeno. Los
niveles de union se determinaron al final de la fase de asociacion y se compararon.

Todos los mAb? ensayados mostraron un alto nivel de especificidad con menos de 10 RU de unién de mAb? a los
cuatro antigenos detectados a 1 uM en comparacién con un intervalo 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 demostraron el alto nivel de
especificidad de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano para PD-L1 sin unién a las otras dianas de células T
enumeradas.

9.83.2 Especificidad por CD137 humano

Se espera que la especificidad del resto de union Fcab de CD137 se retenga en los mAb? de CD137/PD-L1 cuando
se comparan con el mAb? de CD137/HelD1.3 (véase el Ejemplo 3.6). La especificidad de FS22-172-003-AA/E12v2
por los miembros de la familia TNFR, OX40, GITR, CD40 y DR6 (R&D Biosystems) se analiz6 por SPR de manera
similar a como se describe en el Ejemplo 9.3.1. A una concentracion de 1 uM, FS22-172-003-AA/E12v2 se uni6 con
menos de 7 RU a OX40 humano, GITR, CD40 y DR6 en comparacion con 278 RU a CD137-mFc humano. Este
resultado demuestra el alto nivel de especificidad del mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 para CD137.

9.4 Unién simultanea de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a PD-L1 humano y CD137 humano por SPR

La capacidad del mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 para unirse simultaneamente a CD137 humano y PD-L1-His Avi
humano (véase el Ejemplo 1.3 para los detalles de los antigenos) se ensay6 mediante SPR en un Biacore T200. Se
usé G1/S70 como control. Se inmovilizé PD-L1 His humano, diluido a 10 pg/ml en tampén de acetato de sodio pH 5,0
(GE Healthcare, 18-1069), en un chip de sensor S CM5 (GE Healthcare, BR100530) a una densidad superficial de
aproximadamente 1.100 RU. Una celda de flujo se activé y se desactivé sin ninguna proteina inmovilizada para la
sustraccién del fondo. Los anticuerpos, diluidos a 5 ug/ml en tampdn HBS-EP, se capturaron a un caudal de 30 pl/min
para lograr una densidad de aproximadamente 200-300 RU. La unién de CD137-mFc-Avi humano se ensayé a 0 y
100 nM durante 5 min a 30 pl/min, seguido de una etapa de disociacién de 2,5 min. El chip sensor se regeneré después
de cada ciclo con NaOH 20 mM durante 60 segundos a un caudal de 30 pl/min. El FS22-172-003-AA/E12v2 fue capaz
de unirse simultaneamente tanto a PD-L1 humano como a CD137 humano, mientras que el control G1/S70 solo se
unié a PD-L1 humano.

9.5 Afinidad de unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a PD-L1 humano o de cynomolgus expresado en la
superticie celular mediante citometria de flujo

Para evaluar la unién del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a PD-L1 humano y de cynomolgus en la superficie celular,
se generaron células HEK293 que sobreexpresaban PD-L1 humano. Se produjeron células HEK293 que
sobreexpresaban PD-L1 humano (HEK.hPD-L1) como se describe en el Ejemplo 5.3.3. También se produjeron células
HEK293 que sobreexpresaban PD-L1 de cynomolgus (HEK.cPD-L1) como se describe en el Ejemplo 5.3.3, excepto
que el ADNc que codificaba PD-L1 de cynomolgus (SEQ ID NO: 189) se subcloné en el vector pcDNA™5/FRT en lugar
de la secuencia de PD-L1 humano.

El mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, FS22-172-003-AA/E12v2, se ensayo6 después para determinar su union a células
HEK293 que expresaban PD-L1 humano o de cynomolgus usando citometria de flujo. La unién no especifica también
se evalub ensayando la unién a células parentales HEK293 que carecian de PD-L1 humano (linea celular Flp-In T-
Rex 293, Life Technologies, R780-07). Las afinidades de unién se compararon con un anticuerpo de control positivo
G1-AA/E12v2 (SEQ ID NO: 16 y 17 para la cadena pesada y la cadena ligera, respectivamente), cuyos dominios
variables se clonaron y expresaron en el formato de IgG1 humana que comprendia la mutacion LALA en el dominio
CH2 (formato G1-AA).

Se prepararon suspensiones de HEK293, HEK.hPD-L1 y HEK.cPD-L1 en tampén FACS (DPBS (Gibco, 14190-094)
gue contenia BSA al 0,5 % (Sigma, A7906)) y se sembraron a 1 x 10° célula/pocillo en 100 pl en placas de 96 pocillos
de fondo redondo (VWR, 734-1797). Las células se lavaron una vez en tampon FACS. Los mAb? FS22-172-003-
AA/E12v2, mAb? simulado FS22-172-003-AA/HelD1.3, mAb G1-AA/E12v2 y mAb G1-AA/4420 de control negativo se
diluyeron (400 nM - 0,005 nM, diluciones de 5 veces) en 100 pl de tampdédn FACS. 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 tampoén FACS. A continuacién, se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario (anticuerpo marcado
con Alexa Fluor 647 anti-lgG humana de cabra, Invitrogen, A21445) diluido 1:1.000 en tampon FACS, se incubo
durante 20 minutos a 4 °C y las células se lavaron de nuevo con tampdn FACS y se resuspendieron en 100 pl de PBS
que contenia 7AAD (1:1.000, Biotium, 40043) antes de analizar usando un citémetro de flujo Canto Il (BD Bioscience).
Se excluyeron las células muertas y se midio la fluorescencia en el canal de APC (638 nm 660/20). Los valores de
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media geométrica de intensidad de fluorescencia (GMFI) se representaron graficamente frente al logaritmo de la
concentracion de anticuerpo y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacién de log (agonista) frente a
respuesta en GraphPad Prism.

Se encontrd que el mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 y el anticuerpo G1-AA/E12v2 se unian a PD-L1 humano en la
superficie celular con valores de CEso en el intervalo de 3,1 - 3,7 nM y PD-L1 de cynomolgus en la superficie celular
con valores de CEso en el intervalo de 0,6 - 0,7 nM (véase la Tabla 11) No se observo unién a células HEK293 que
carecian de sobreexpresion de PD-L1 lo que muestra la especificidad de la unién. Por lo tanto, el mAb? FS22-172-
003-AA/E12v2 ensayado se unid especificamente a PD-L1, sin observarse unién no especifica. Estos resultados
muestran que se retiene la especificidad para PD-L1 humano y de cyno observada para el mAb de PD-L1 (véase el
Ejemplo 5.3.3).

Tabla 11

CEso de FS22-172-003-AA/E12v2 (nM) CEsy de G1-AA/E12v2 (nM)

'PD-L1 humano 37+04 3,1

'PD-L1 de cynomolgus | CEso (nM) 0,7+0,3 0,6+0,3

9.6 Afinidad de unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a CD137 humano o de cynomolgus expresado en la
superticie celular mediante citometria de flujo

Se produjeron células DO11.10 (National Jewish Health) que expresaban CD137 humano de longitud completa (SEQ
ID NO: 185) o de cynomolgus (SEQ ID NO: 189), designadas 'DO11.10.hCD137' y 'DO11.10.cCD137'
respectivamente, con el fin de presentar el antigeno en una conformacién unida a membrana, mas similar a su forma
natural, para la caracterizacion adicional de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano seleccionados. Los detalles de la
produccién de células DO11.10.hCD137 y DO11.10.cCD137 y la confirmacion de la expresion se describen en el
Ejemplo 1.2.

El mAb? anti-CD137/PD-L1 humano FS22-172-003-AA/E12v2 se ensay6 para determinar la union a células que
expresaban CD137 humano de cynomolgus (DO11.10.hCD137 o DO11.10.cCD137) usando citometria de flujo. La
unién no especifica también se evalué ensayando la unién a células DO11.10 que carecian de expresién de CD137.
Los dominios variables de MOR7480.1 (Patente de EE. UU. No. 2012/0237498) se clonaron y expresaron en formato
de IgG1 humana que comprendia la mutacion LALA en el dominio CH2 (formato G1-AA) y se us6 como control positivo.

Brevemente, se prepararon suspensiones de DO11.10, DO11.10.hCD137 0 DO11.10.cCD137 en tampén FACS (que
contenia DPBS (Gibco, 14190-094) que contenia BSA al 0,5 % (Sigma, A7906)) y se sembraron a 1 x 10° célula/pocillo
en 100 pl en placas de 96 pocillos de fondo redondo (VWR, 734-1797). Las células se lavaron una vez en tampén
FACS y el mAb? FS22-172-003-AA/E12v2, simulado FS22-172-003-AA/HelD1.3, anticuerpo G1-AA/MOR7480.1 y
mAb G1-AA/4420 de control negativo se diluyeron (400 nM - 0,005 nM, diluciones de 5 veces) en 100 pul de tampdn
FACS. 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 tampén FACS. A continuacion, se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo
secundario (anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 anti-lgG humana de cabra, Invitrogen, A21445) diluido 1:1.000
en tampén FACS, la mezcla de células/anticuerpo se incub6 durante 20 minutos a 4 °C, y las células se lavaron de
nuevo con tampén FACS y se resuspendieron en 100 ul de PBS que contenia 7AAD (1:1.000, Biotium, 40043) antes
de analizar usando un citémetro de flujo Canto Il (BD Bioscience). Se excluyeron las células muertas y se midi6 la
fluorescencia en el canal de APC (638 nm 660/20). Los valores de la media geométrica de la intensidad de
fluorescencia (GMFI) se representaron graficamente frente al logaritmo de la concentracion de anticuerpo y las curvas
resultantes se ajustaron usando la ecuacion de log (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Los resultados se muestran en la Tabla 12. Se encontré que los mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 y mAb? simulado
FS22-172-003-AA/HelD1.3 se unian a receptores CD137 humanos y de cyno expresados en la superficie celular con
valores de CEso en el intervalo de 4,8 - 9,1 nM, y se encontré que el mAb de control positivo se unia a receptores
CD137 humanos y de cyno con un valor de CEso de 1,45 nMy 4,4 nM respectivamente. No se observé unién a células
DO11.10 o HEK293 que no sobreexpresaban CD137, lo que confirma la especificidad de unién por el mAb2.
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Tabla 12

?Antigeno FS22-172-003- FS22-172-003-AA/HelD1.3 G1-AA/MOR7480.1 (CEso
AA/E12v2 (CEso (nM)) (CEso (nM)) (nl)) i
CD137humano 621195 ......................................... 6 251203 ........................ ..................... 1 48104 .................
?CD137 de cynomolgus 7,39 £ 6,07 9,09 £6,93 2,6 £185

9.7 Afinidad de unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano por CD137 y PD-L1 expresados endégenamente en células
T humanas primarias activadas

La afinidad del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano por CD137 y PD-L1 expresados enddégenamente en células T
humanas primarias activadas se determiné usando citometria de flujo. Para aislar las células T, se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de conos de deplecién de leucocitos, un subproducto de las
donaciones de plaguetas. Brevemente, los contenidos de los conos de leucocitos se lavaron abundantemente con
PBS y se cubrieron con un gradiente de Ficoll (Sigma-Aldrich, 1440-02). Se aislaron PBMC por centrifugacién y se
recuperaron las células que no cruzaron el gradiente de Ficoll. Las PBMC se lavaron adicionalmente con PBS y los
globulos rojos remanentes se lisaron mediante la adicién de 10 ml de tampén de lisis de glébulos rojos 1X (eBioscience,
00-4300-54) segun las instrucciones del fabricante. Se aislaron células T generales de las PBMC presentes en el
eluyente usando el kit de aislamiento de células T generales Il (Miltenyi Biotec Ltd, 130-095-130) segun las
instrucciones del fabricante. CD137 se expresa rapidamente a niveles elevados en células T CD8* activadas y también
en células T CD4+ activadas con niveles mas bajos (Xue-Zhong Yu et al., 2013), por lo tanto, las células T generales
se estimularon durante 24 horas utilizando perlas de CD3/CD28 activador de T humano Dynabeads™ (Thermo,
11132D) segun las instrucciones del fabricante. Las perlas de activador T humano se lavaron de las células T usando
un iman DynaMagTM-15 (Thermo, 12301D) siguiendo las instrucciones del fabricante antes de usar un ensayo de
unién celular para ensayar la union de mAb? FS22-172-003-AA/E12v2, mAb? simulado, FS22-172-003-AA/HelD1.3,
anticuerpo anti-PD-L1 humano de control positivo G1-AA/E12v2, anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo
G1-AA/MOR7480.1, anticuerpo de control negativo G1-AA/4420.

Se prepararon suspensiones de células T humanas generales estimuladas en tampon FACS (DPBS (Gibco, 14190-
094) que contenia BSA al 0,5 % (Sigma, A7906)) y se sembraron a 1 x 10 célula/pocillo en 100 pl en placas de 96
pocillos de fondo redondo (VWR, 734-1797). Las células se lavaron una vez en tampén FACS y se diluyeron mAb?
FS22-172-003-AA/E12v2, mAb? simulado FS22-172-003-AA/HelD1.3, anticuerpo de control positivo G1-AA/E12v2,
anticuerpo de control positivo G1-AA/20H4.9 y anticuerpo de control negativo G1-AA/4420 (80 nM - 0,005 nM,
diluciones de 5 veces) en 100 pl de tampdn FACS. Las células lavadas se resuspendieron en la mezcla de anticuerpos
diluida que contenia anticuerpo marcado con FITC anti-CD4* humano (BD Biosciences, 550628) y anticuerpo marcado
con eFluord50 anti-CD8* humano (Invitrogen, 48-0087-42) para diferenciar entre las células T CD4+ y CD8*, se
incubaron a 4 °C durante 30 minutos y después se lavaron una vez en tampon FACS. A continuacion, se afiadieron
100 pl/pocillo de anticuerpo secundario (anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 anti-lgG humana de cabra,
Invitrogen, A21445) diluido 1:1.000 en tampén FACS, la mezcla de células/anticuerpo se incub6 durante 20 minutos a
4 °C, y las células se lavaron de nuevo con tampén FACS y se resuspendieron en 100 pl de PBS que contenia 7AAD
(1:1.000, Biotium, 40043) antes de analizar usando un citémetro de flujo Canto Il (BD Bioscience). Se excluyeron las
células muertas y se midi6 la fluorescencia en el canal de APC (638 nm 660/20) para mostrar la unién del anticuerpo
de ensayo. Los valores de media geométrica de la Intensidad de Fluorescencia (GMFI) se representaron graficamente
frente al logaritmo de la concentraciéon de anticuerpo y las curvas resultantes se ajustaron usando la ecuacion de
logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Se encontré que el mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 se unfa a células T CD4* y células T CD8* primarias humanas
estimuladas como se muestra por los valores de MFI en la Figura 2. El anticuerpo de control positivo de PD-L1 G1-
AA/E12v2 se unio6 con valores de MFI similares a los del mAb? a ambas células T CD4+y CD8*, confirmando que PD-
L1 se expresaba en las células.

Se encontré6 que G1-AA/MOR7480.1, el control positivo de CD137 se unia a las mismas células descritas
anteriormente, aunque el MF| era mucho menor que el observado para FS22-172-003-AA/E12v2 o0 G1-AA/E12v2. Esto
es probablemente debido a que hay un nivel inferior de expresion de CD137 en las células, en comparacion con la
expresion de PD-L1. Ademas, el valor de MFI| fue mayor para la unién de G1-AA/MOR7480.1 a células T CD8* que
en células T CD4+. Como se ha descrito anteriormente, se espera observar una menor expresion de CD137 en células
T CD4+ estimuladas que en células T CD8* (Xue-Zhong Yu et al., 2013) que representa el bajo nivel de unién del
anticuerpo de control positivo para CD137 MOR7480.1 en células T CD4* en contraposicion a células T CD8*. Esta
baja expresion de CD137 se observé en células T primarias, particularmente en células T CD4*, también
probablemente representan la falta o poca unién del Fcab en el formato de mAb? simulado (FS22-172-003-
AA/HelD1.3).
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9.8 Unién de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano a FcRn mediante SPR

La unién al receptor Fc neonatal (FCRn) es critica para el reciclaje de anticuerpos (Martins et al., 2016). La unién de
mAb? FS22-172-003-AA/lam-G02v3, FS22-172-003-AA/E12v2 y FS22-053-008-AA/E12v2 al FcRn humano y de ratén
se midi6 mediante SPR usando BlAcore T200 (GE Healthcare). Se incluyé G1-AA/HelD1.3 como control de isotipo
IgG que carece de mutaciones en el dominio CH3.

Brevemente, los mAb? se recubrieron individualmente en la celda de flujo 2, 3 y 4 del chip sensor CM5 de la serie S
(GE Healthcare, BR100530) para lograr una respuesta de aproximadamente 1.000 RU. La celda de flujo 1 se
activé/desactivo pero se dejd en blanco como referencia. Se dializé FcRn humano (Acro Biosystems, FCM-H5286) o
FcRn de ratén (R&D systems, 9114-Fc) y se diluyé en tampén MHBS-EP+B pH 6,0 o pH 7,4 (MES 10 mM, FortéBio,
18-5026; 1x HBS-EP, GE Healthcare, BR100669; 0,1 mg/ml de BSA, Sigma, A7906) y se inyecto en la celda de flujo
1,2, 3y 4 a2.000-3.000 nM con diluciones de 2 veces durante 1 min a 80 pl/min y luego se dejé disociar en tampén
durante 3 min. No se necesitd regeneracion. 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 Biacore T200 Evaluation 2.0
para identificar la unién usando el modelo de afinidad en estado estacionario. Los datos de unién se muestran en la
Tabla 13 y demostraron que los mAb? FS22-172-003-AA/lam-G02v3, FS22-172-003-AA/E12v2 y FS22-053-008-
AA/E12v2 se unian a FcRn humano o de ratén a pH 6,0 con afinidades similares a las del anticuerpo de control G1-
AA/HelD1.3. No se observé unién con FcRn humano o de ratén a pH 7,4. Estos datos mostraron que los mAb?
retuvieron la unién a FcRn.

Tabla 13
Kb para FcRn humano (M) Ko para FcRn de raton (M)
pH 6,0 pH 7.4 pH 6,0 pH 7.4
F822_172_003_AA/|am_G02V3 ................................. 1,22x106 .......... ......... S Inunlon ................... 1,67x107 ................... Slnumon .....
F822_172_003_AA/E12V2 .......................................... 1,12x106 ......... S Inunlon .................... 1,58x107 .................... Slnumon .....
F822-053-008-AA/E12V2 ........................................ 9 ,98x107 ......... Slnunlén 1,77x107 .................. Slnunlén ......
§G1-AA/HeID1.3 1,23 x 10°® Sin unién 1,60 x 1077 Sin unién

9.9 Unién de mAB? anti-CD137/PD-L1 humano a células que expresan receptores Fcy por citometria de flujo

Los anticuerpos agonistas dirigidos a miembros de TNFRSF requieren reticulacion a través de receptores Fcy para
dirigir la agrupacién y activacion de la diana para lograr actividad in vivo (Li et al., 2013). 2013). Sin embargo, con el
fin de circunnavegar los posibles efectos fuera de diana tales como la activacion sistémica de CD137 debido a la
reticulacién por la unién al receptor Fcy y para disminuir la posibilidad de inducir ADCC de células inmunitarias, por
ejemplo, células T, que expresan ambas dianas, se decidié disminuir la capacidad de union al receptor Fcy del mAb?2
anti-CD137/PD-L1 humano mediante introduccién de una mutacién LALA en el dominio CH2 (véase el Ejemplo 3.2
para detalles sobre el formato LALA). La unién celular por citometria de flujo a células CHO que sobreexpresaban solo
FcyRIIA (ECACC No de Cat: 15042905), FcyRIIA (ECACC No de Cat: 15042903), FcyRIIIA (ECACC No de Cat:
15042902), FeyRIIIA (ECACC No de Cat: 15042901) o FcyRIIB (ECACC No de Cat: 15042907) se usé para confirmar
que la presencia de la mutacion LALA en el dominio CH2 del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano habia reducido su
afinidad de unién por los receptores Fcy mencionados anteriormente.

Brevemente, se prepararon suspensiones de CHO.FcyRIIA131H CHO.FeyRIAM31E CHO.FeyRINA.158F
CHO.FcyRIIIA.158V, CHO.FcyRIIB o CHO.WT en tampéon FACS (que contenia DPBS (Gibco, 14190-094) que
contenia BSA al 0,5 % (Sigma, A7906)) y se sembraron a 1 x 10° célula/pocillo en 100 pl en placas de 96 pocillos de
fondo redondo (VWR, 734-1797). Las células se lavaron una vez en tamp6n FACS y se diluyeron el mAb2 FS22-172-
003-AA/E12v2, el anticuerpo de control positivo para la unién al receptor Fcy G1/4420 y el anticuerpo de control
negativo para el receptor Fcy G1-AA/4420 (500 nM-0,03 nM, diluciones de 4 veces) en 100 ul de tampén FACS. 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 tampon FACS. A continuacién, se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario
(anticuerpo marcado con Alexa Fluor 488 anti-lgG humana de cabra, Stratech Scientific Ltd, 109-545-098-JIR) diluido
1:1.000 en tampo6n FACS, la mezcla de células/anticuerpo se incubé durante 20 minutos a 4 °C, y las células se lavaron
de nuevo con tampdén FACS y se resuspendieron en 100 ul de PBS que contenia 7AAD (1:1.000, Biotium, 40043)
antes de analizar usando un citometro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter). Se excluyeron las células muertas y se
midi6 la fluorescencia en el canal de FITC (488 nm 525/40). Los valores de la media geométrica de la intensidad de
fluorescencia (GMFI) se representaron graficamente frente al logaritmo de la concentracion de anticuerpo y las curvas
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resultantes se ajustaron usando la ecuacion de log (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

El mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 no mostrd unién (o se unié por debajo del nivel del anticuerpo de control negativo
G1-AA/4420) a todas las células que expresaban el receptor Fcy ensayadas (Figura 3 (A) FcgRIIA 131H, (B) FcgRIIA
131E, (C) FcgRIIB, (D) FcgRIIIA 158F, (E) FcgRIIIA 158V). Esto indica que la mutacién LALA disminuye la unién a
FeyRIIA, FeyRIIIA o FygRIIB, lo que también reduciria la reticulacién del mAb? a través de estos receptores in vivo.

Ejemplo 10: Caracterizacion de la funcion de los mAb?
10.1 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en un ensayo de células T CD8* primarias humanas
El ensayo de células T primarias humanas descrito en el Ejemplo 3.5 se utiliz6 para ensayar la actividad del mAb?2.

Para la reticulacion basada en células de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano, se produjeron células HEK293 que
sobreexpresaban hPD-L1 (HEK.hPD-L1) esencialmente como se describe en el Ejemplo 3.5. Las células HEK.hPD-
L1 se han modificado por ingenieria para expresar un nivel alto de PD-L1 humano y se usaron junto con células MDA-
MB-231 que expresan un nivel medio de PD-L1 humano, asi como células SKBR3 que expresan un nivel bajo de PD-
L1 humano (Tabla 14) tal como se cuantific6 mediante perlas de capacidad de unién de anticuerpos (Quantum Simply
Cellular, Bans Laboratories, Inc. No. de cat. 816A) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 14
|_|neace|u|arCapac|daddeumonaant,cuerpos ......................................
HEKWT7463(1971) ......................................................................................
HEKhPDL17ogooo(i5gooo) ..........................................................................
|\/|DA|\/|B231 ................. 137369(12429) .............................................................................
SKBR314734(1239) ....................................................................................

Las células T CD8* se aislaron y se activaron usando un anticuerpo anti-CD3 como se describe en el Ejemplo 3.5. Se
sembraron en placas células HEK.hPD-L1 a 2 x 10° células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano
recubiertas con anticuerpo anti-CD3 (8 pg/ml) en 100 pl de medio de cultivo de células T (medio RPMI (Life
Technologies, 61870-044) con FBS al 10 % (Life Technologies), Penicilina Estreptomicina 1X (Life Technologies,
15140122), Piruvato Sédico 1 mM (Gibco, 11360-070) y 2-mercaptoetanol 50 uM (Gibco, M6250)). Una vez que las
células HEK.hPD-L1 o las células HEK que no se transdujeron para expresar hPD-L1 usadas como controles se habian
adherido después de 4 horas de incubacion, se retir6 todo el medio de cultivo de células T y se reemplazé con 100 pl
de medio de cultivo de células T que contenia células T a una concentracion de 5,0 x 10® células/ml dando como
resultado 5,0 x 10* células/pocillo.

Para la reticulacién basada en células con niveles mas bajos que los fisiolégicos de expresion de PD-L1, se usoé la
linea celular de adenocarcinoma de mama humano, MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), con la misma metodologia que se
describe para la reticulacion basada en células HEK.hPD-L1.

Los mAb? se diluyeron en medio de células T a una concentracion final 2X comenzando a 50 nMy se llevo a cabo una
titulacion 1:5. Se afiadieron 100 ul de titulacion de mAb? a las células para un volumen de ensayo total de 200 pl y
concentracion 1X de anticuerpo.

El anticuerpo anti-CD137 de control positivo (G1-AA/20H4.9) se diluyé en medio de células T a una concentracion final
2X comenzando a 50 nM que contenia agente de reticulacién 50 nM (el anticuerpo anti-CH2 humano (mG1/MK1A6))
y se llevd a cabo una titulacién 1:5. Se afiadieron 100 ul de mezcla diluida de anticuerpo de control positivo/reticulante
a las células para un total de 200 pl de volumen de ensayo y concentracion 1X de anticuerpo.

El ensayo se incubd a 37 °C, COz al 5 % durante 72 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se ensayaron con el
kit de ELISA para IL-2 humana Ready-SET-Go! (eBioscience, Cat. 88-7025-88) 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 630 nm se restaron de los de 450 nm (Correccidon). La curva estandar para el céalculo de la
concentracion de citocinas se basé en un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (Gen5 Software, BioTek). La
concentracion de IL-2 humana (hIL-2) se represent6 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.
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La Tabla 15 muestra los valores de CEso y respuesta maxima de liberacion de IL-2 observada en el ensayo de
activacién de células T en presencia del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano ensayado con reticulacién basada en
células. El mAb anti-CD137 humano de control positivo, 20H4.9, muestra un aumento en la liberacién de hlL-2 con
una CEso de 0,21 a 0,31 nM cuando se reticula con anticuerpo anti-hCH2 en cualquier ensayo. Todos los clones tenian
actividad en los ensayos, presentando cada uno potencia con CEso subnanomolares. El mAb? FS22-172-003 que
contenia Fcab incit6 la mayor respuesta de células T con CEsg en el intervalo de 0,19 a 0,31 nM en el ensayo basado
en HEK.hPD-L1 y 0,01 - 0,02 nM en el ensayo basado en MDA-MB-231. Un subconjunto de los mAb? (que contiene
Fcab FS22-053-008, FS22-053-011, FS22-053-014, FS22-173-003 y FS22-172-004) también se ensayd sin
reticulacion por PD-L1 expresado en células HEK y no mostraron actividad en este ensayo, como se esperaba. La
Figura 4 y Figura 5 muestra representaciones representativas de la liberacion de IL-2 para el ensayo de activacion
de células T para los mAb? enumerados en la Tabla 15.

El linaje de Fcab FS22-053 y FS22-172 también se ensay6 en este ensayo usando la linea celular de adenocarcinoma
de mama humano que expresa PD-L1 a nivel mas bajo, SK-BR-3 (ATCC HTB-30). Como se esperaba, la menor
expresion de PD-L1 dio como resultado una menor activacion de células T CD8* en linea con los dos ensayos
anteriores (datos no mostrados).

Tabla 15

ECso (nM) del Donante 171115A ECso (nM) del Donante 171115B
?mAb2 | HEK.hPD-L1 XL MDA-MB-231 XL | HEK.hPD-L1 XL MDA-MB-231 XL
FS22-053-008-AA/EQ5v2 | 0,16 0,01 | 0,11 0,02
F822053008AA/E12v2010 .................. 001011 ................... .................. 002 ..............
F822053008AA/G12v2013 .................. 002012 .................. .................. 002 ..............
F822053017AA/E05v2015 .................. 001012 .................. .................. 001 ...............

'FS22-053-017-AA/E 12v2 0,11 0,01 0,12 0,01

FS22-172-003-AA/E12v2

[FS22-172-003-AA/G12v2 0,21 0,02 0,22 0,01

|G1-AA/20H4.9 0,21 0,31 0,29 0,28

Los resultados mostraron que los mAb? podrian unirse a células que expresan diferentes niveles de PD-L1. La unién
al PD-L1 expresado en células dio como resultado la reticulacién de los mAb? de manera que eran capaces de unirse
a, agrupar y activar CD137 en las células T, como se mide por la produccion de IL-2. El nivel de activacion observado
se refiere al nivel de reticulacion mediante la unién de PD-L1, en donde el mAb? unido a células que expresan niveles
mas altos de hPD-L1 (HEK.hPD-L1) hubo una mayor activacién, mientras que niveles mas bajos de expresion de PD-
L1 incitaron menos activacion.

10.2 Actividad de un mAb? anti-CD137/PD-L1 humano reticulado con diferentes poblaciones de células HEK.hPD-L1
en un ensayo de activacion de células T CD8* primarias humanas

Como se observo que el nivel de expresion de PD-L1 por diferentes lineas celulares afectaba a la activacion de CD137,
se decidid explorar adicionalmente el impacto de la expresién de PD-L1 sobre la actividad funcional del mAb?
ensayado. Se realizé un ensayo similar al descrito en el Ejemplo 10.1, donde la relacion de células HEK.hPD-L1 a
HEK.WT se varié con el fin de modular el nivel de expresién de PD-L1 humano en un enfoque basado en poblacion.
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Se sembraron en placas células HEK.hPD-L1 y células HEK que no se transdujeron para expresar hPD-L1 (HEK.WT)
en diferentes relaciones para proporcionar el porcentaje de células HEK.hPD-L1 de las células HEK totales presentes
enumeradas en la Figura 6 (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,5 % 0 0 %). Se sembraron en placas células HEK a 2 x 10°
células HEK totales por pocillo sobre placas de fondo plano de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo anti-CD3 (8
Hg/ml) en 100 pl de medio de cultivo de células T (medio RPMI (Life Technologies, 61870-044) con FBS al 10 % (Life
Technologies), 1X Penicilina Estreptomicina (Life Technologies, 15140122}, Piruvato Sédico 1 mM (Gibco, 11360-070)
y 2-mercaptoetanol 50 uM (Gibco, M6250). Una vez que todas las células HEK se habian adherido después de 4 horas
de incubacidn, se retird todo el medio de cultivo de células T y se reemplazé con 100 pl de medio de cultivo de células
T que contenia células T a una concentracion de 5,0 x 10° células/ml dando como resultado 5,0 x 104 células/pocillo.

El ensayo se realiz6 con mAb2 anti-CD137/PD-L1 humano FS22-172-003-AA/E12v2, pero aparte de eso se siguio el
protocolo descrito en el Ejemplo 10.1. El anticuerpo de control positivo anti-CD137 G1-AA/20H4.9 se incluy6 con
reticulacion adicional a través de un anticuerpo anti-CH2. Se us6 el anticuerpo G1-AA/4420 como control negativo.

Los resultados en la Figura 6 muestran que a medida que aumenta la poblaciéon de células HEK.hPD-L1, también
aumentd la actividad del mAb?, como se ilustra por un aumento en la concentracion maxima de hIL-2 observada.
Cuando el 100 % de la poblacién de células HEK presentes fue HEK.hPD-L1, se logré la reticulacion maxima y se
observo la concentracion maxima de hiL-2. El anticuerpo de control positivo G1-AA/20H4.9 también alcanzo una
concentracion maxima similar de hlL-2 cuando se reticuld artificialmente al maximo por un anticuerpo anti-CH2.

Los datos apoyan la observacion de que la cantidad de PD-L1 presente en el sistema (representado ensayando lineas
celulares que expresaban diferentes niveles de PD-L1 sobre su superficie celular o modulando el nimero de células
en una poblacion que presenta PD-L1) controla la reticulacion del mAb? y de este modo dicta el nivel de agonismo de
CD137 inducido por el mAb2. Sin embargo, incluso cuando solo estan presentes niveles bajos de PD-L1, el mAb?
todavia era capaz de agonizar CD137. El mAb? por lo tanto, se espera que tenga actividad cuando PD-L1 se expresa
en un sistema, y estan presentes células T activados que expresan CD137. A medida que aumenta el nivel de PD-L1
en el sistema, también se espera que aumente el agonismo ejercido. En contraste con el mAb? que todavia era capaz
de inducir agonismo de CD137 en presencia de niveles bajos de CD137, las moléculas CD137/PD-L1 que se unen a
CD137 monovalentemente se espera que tengan baja eficacia en presencia de niveles bajos de PD-L1, ya que las
moléculas unidas a PD-L1 probablemente estén demasiado separadas para dirigir la agrupacién de CD137, que no
se espera que sea un problema cuando la molécula puede unirse a CD137 bivalentemente, como es el caso en el
mAb? de la invencion.

10.3 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en un ensayo de reaccion de linfocitos mixtos primarios humanos

La actividad del mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se ensayd en un ensayo de reaccion de linfocitos mixtos (MLR)
(véase el Ejemplo 5.3.4). El ensayo de MLR us6 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 de
puntos de control inmunitario, el ensayo de MLR puede usarse para confirmar que la activacion de las células T se
potencia por el mAb? en un sistema humano.

Se generaron células T CD4* expandidas e iDC como se describe en el Ejemplo 5.3.4.

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, CO2 al 5 % en medio AIM V durante la noche. Los anticuerpos anti-CD137 y anti-PD-L1
y mAb? anti-CD137/PD-L1 humano enumerados en la Tabla 16 se diluyeron 4x la concentracion final por triplicado en
50 pl de medio AIMV en placas de fondo redondo de 96 pocillos (VWR, 734-1797). control negativo se incluyd un
anticuerpo anti-glicoproteina gH de citomegalovirus (CMV), designado MSL109 (descrito en W0O1994/016730 A1), que
contenia la mutacién LALA. Se ensay6 una serie de diluciones de 3 veces partiendo de 30 nM a 0,002 nM. Se
afiadieron tanto 1x104 células iDC suspendidas en 50 ul de medio AIM V como 1x105 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 + CO2 al
5 %. Se incluyeron los siguientes controles negativos: células T CD4+ solas, iDC solas, células T CD4* + iDC y 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 Gen5, BioTek. Los valores de
absorbancia de 630 nm se restaron de los de 450 nm (Correccidon). La curva estandar para el céalculo de la
concentracion de citocinas se basé en un ajuste de curva logistico de cuatro parametros (Gen5 Software, BioTek). La
concentracién de IFN-y humano se representé 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.

El anticuerpo anti-PD-L1 humano G1/S870, mostré una potente actividad en el ensayo de MLR con un valor de CEso
de 0,06 nM y un nivel maximo de IFN-y (Emax} de 1.135 pg/ml (Tabla 16, Figura 7A y 7B representativas). La CEso
indica la concentracion de mAb a la que se alcanza la mitad de la respuesta agonista, mientras que Emax €s un valor
absoluto que indica la concentracién maxima de IFN-y conseguida en el ensayo. No se observd actividad con el
anticuerpo G1-AA/MSL109 de control negativo, como se esperaba. El anticuerpo anti-CD137 humano de control
positivo G1-AA/20H4.9, cuando se reticula con anticuerpo anti-hCH2, no incita ninguna actividad, lo que indica que la
expresion de CD137 puede ser baja y que el bloqueo de PD-L1 supera la sefializacion de CD137 en este ensayo
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porque el bloqueo de PD-L1 es muy fuerte. Sorprendentemente, todos los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano
ensayados en este ensayo mostraron valores de CEso muy potentes inferiores a 0,04 nM y valores de Emax altos en el
intervalo de 2.626 a 3.327 pg/ml. Esto indica que los mAb? tienen una potencia aumentada en este ensayo por encima
de la de cualquiera de los anticuerpos monoclonales de PD-L1 y CD137.

Tabla 16

Molecula(s) ......................................................................................................... T |po ....... CE50(nM) ................. E max(pg/ml)
F822172003AA/E05v2 ........................................................... : :
F822172003AA/E12v2 ..........................................................

FS22-053-008-AA/EQ5v2 mAb? 0,02 2.797
FS22-053-008-AA/E12v2 mAb? 0,04
F822053017AA/E12v2 ........................................................................... - Ab2 ................ 0 04 ...............
G1AA/20H49+ant|CH2humano ................................................. - AbCD137N/A ...............

§G1/S7O mAb PD-L1 0,06

G1-AA/MSL109 | Isotipo N/A

?Células T CD4* solas | Control celular N/A

|DCsoIas ..................................................................................................... C ontrolcelular ............... N/A .................
CelulasTCD4++|DCso|as .............................................................. Controlcelular ............... N/A ................

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitié la determinacién de CEso ‘

Siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente, se ensay6 de nuevo la actividad del mAb? anti-CD137/PD-L1
humano FS22-172-003-AA/E12v2 en una MLR, pero esta vez frente a cada parte componente (el Fcab anti-FS22-
172-003 humano en formato de mAb? simulado y el anticuerpo anti-PD-L1 G1-AA/E12v2), asi como la combinacion
de los dos.

El componente de anticuerpo G1-AA/E12v2 anti-PD-L1 humano, mostré una potente actividad en el ensayo de MLR
con un valor de CEsp de 0,08 nM y un nivel maximo de IFN-y (Emax) de 12.421 pg/ml (Tabla 17; Figura 7C
representativa). No se observé actividad con el anticuerpo G1-AA/4420 de control negativo, como se esperaba, y no
se observé actividad con el Fcab antihumano FS22-173-003 en formato de mAb? simulado. El anticuerpo anti-CD137
humano de control positivo, G1-AA/20H4.9, cuando se reticuldé con anticuerpo anti-hCH2, no incitd ninguna actividad,
lo que indica que la expresién de CD137 puede ser baja y que el bloqueo de PD-L1 supera la sefializacién de CD137
en este ensayo porque el bloqueo de PD-L1 es muy fuerte como se observé anteriormente. Como se esperaba, el
mAb? anti-CD137/PD-L1 humando FS22-172-003-AA/E12v2 mostré un valor de CEso muy potente de 0,07 nM y un
valor de Emax alto de 17.874 pg/ml. Esto indica que el mAb? tiene una potencia aumentada en este ensayo por encima
de la de los anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 y anti-CD137 solos 0 ambos en combinacién. Los datos también
muestran que el mAb? tuvo mayor potencia que la combinacién de dos anticuerpos que comprenden los sitios de union
Fcab y Fab del mAb?, respectivamente.
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Tabla 17

?Molécula(s) Tipo §CE50 (nM) Emax (pg/ml)
?Eé‘é‘é"-‘i"7"5-‘6‘6‘:3,‘:,&‘,&‘/‘%‘15@5 .............................................................. ............................. mAb2 ........ 6','6'% ........ ........ e
F822172003AA/HeID13 ............................. mAb2 .............................. ......... N /A ......... 3574 ......
G1 -AA/E12v2 mAb PD-L1 0,08 12.421
§F822-1 72-003-AA/HelD1.3 + G1-AA/E12v2 Combinacién de componentes 0,06 12.301
G1 -AA/20H4,9 + anti-CH2 humano mAb CD137 1,9 4.307
G1AA/E12V2+G1AA/20H49+ant|CH2humano ........ ............. C omblnaclondemAb ............. 014 ......... 17525 .....
G1AA/4420Isot|po ............................ N/A ............ N /A ........
?Células T CD4+ solas Control celular N/A N/A
giDC solas Control celular N/A N/A
CelulasTCD4++|DCso|as ......................................................... Controlcelular .......... N /A ..................... N/A ........

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitié la determinacion de la CEso
10.4 Actividad de mAb? anti- CD137/PD-L1 humano en un ensayo de activacion de células T de recuerdo con antigeno

La actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se ensayé en un ensayo de activacion de células T de recuerdo con
antigeno midiendo la respuesta inmunitaria a dos conjuntos de péptidos distintos que contenian antigenos
fisioldgicamente relevantes. Un conjunto comprendia péptidos restringidos por MHC de clase | de citomegalovirus,
virus de Epstein-Barr y virus de la gripe (CEF) que ensayan la activacion de células T CD8* y el segundo conjunto
comprendian péptidos restringidos por MHC de clase Il de citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, virus de la gripe y
toxina teténica (CEFT), que ensayaron la activacién de células T CD4*. Como se usaron PBMC humanas de un tnico
donante, y como las células inmunitarias contenian niveles fisiologicos de reguladores de puntos de control inmunitario
y se estimularon por presentacién de antigeno en lugar de reticulacién del receptor de células T por anticuerpo anti-
CD3, los resultados del ensayo confirman que la activacion de las células T dirigida por antigeno se potencia por el
mADb? en un sistema humano.

Se descongelaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) crioconservadas y se contaron y se sembraron
1,9 x 10% células por pocillo en una placa de fondo plano de 96 pocillos en 200 pl de medio del Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) de que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10 % + 1 ng/ml de IL-2 + 5 ng/ml de IL-7 y bien 1 ug/ml
de una combinacién de péptidos CEF (Thinkpeptides, no. de cat. PX-CEF-G) 0 1 yg/ml de una combinacién de péptidos
CEFT (Thinkpeptides, no. de cat. PX-CEFT-G). Las células se incubaron a 37 °C con CO:2 al 5 % durante 3 dias.
Después de 3 dias, el medio se reabastecié mediante la adicién de 22,5 ul de RPMI fresco que contenia FBS al 10 %
y manteniendo 1 ng/ml de IL-2 y 1 ng/ml de IL-7. Las células se incubaron a 37 °C con CO2 al 5 % durante 4 dias mas.

Las células se recogieron y combinaron juntas y después se distribuyeron a través de placas de fondo redondo de 96
pocillos a 1 x 105 células por pocillo en 150 yl de RPMI que contenia FBS al 10% + 1 ng/ml de IL-2 + 5 ng/ml de IL-7
y bien 1 pg/ml de una combinacién de péptidos CEF o 1 ug/ml de una combinacioén de péptidos CEFT. Los mAb? se
diluyeron en el mismo medio en el que se sembraron las células y se afiadieron a las células.

Cada uno del anticuerpo anti-CD137 de control positivo (G1-AA/20H4.9) y el anticuerpo anti-PD-L1 de control positivo
(G1-AA/E12v2) se diluyeron en el mismo medio en el que se sembraron las células, a una concentracion final 2X
comenzando a 400 nM que contenia agente de reticulacion 400 nM (el anticuerpo anti-CH2 humano (MK1AB)) y se
llevé a cabo una titulacién 1:5. Se afiadieron 50 pl de mezcla diluida de anticuerpo de control positivo/reticulante a las
células para un total de 200 pl de volumen de ensayo y 1X de concentracién de anticuerpo.

El ensayo se incub6 a 37 °C, COz2 al 5% durante 72 horas. Los sobrenadantes se recogieron y se ensayaron con un
kit MSD U-PLEX (Meso Scale Discovery, no. de cat. K15067L-2) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas
se leyeron en un instrumento lector de placas de electroquimioluminiscencia MESO QuickPlex SQ 120 usando una
dilucién de muestra de 1:5. Se calcul6é una curva patron para el calculo de la concentraciéon de citocinas usando el
software MSD Discovery Workbench 4.0 y se ajusté la concentracion de citocinas en el sobrenadante usando la
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ecuacioén de logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Como se muestra en la Tabla 18 y la Tabla 19, el anticuerpo anti-PD-L1 humano G1-AA/E12v2, mostrd actividad para
la activaciéon de células T tanto CD4+ como CD8* con un valor de CEso de 0,06 nM y 0,04 nM respectivamente (Emax
de 65.840 pg/ml y 86.613 pg/ml respectivamente). La CEso indica la concentracién de mAb a la que se alcanza la mitad
de la respuesta agonista, mientras que Emax es un valor absoluto que indica la concentracién méxima de IFN-y
conseguida en el ensayo. El anticuerpo anti-CD137 humano de control positivo G1-AA/20H4.9, cuando se reticuld con
anticuerpo anti-hCH2, mostré actividad para la activacion de células T CD8*, con un valor de CEso de 0,33 nM y un
valor de Emax de 116.204 pg/ml, pero no incitd ninguna actividad para la activacién de células T CD4+*, lo que indica
que la expresioén de CD137 puede ser mayor en células T CD8* en comparacion con células T CD4+. No se observo
actividad con el anticuerpo G1-AA/4420 de control negativo, como se esperaba. Sorprendentemente, el mAb? mostré
activacion en los ensayos tanto de activacion de células T CD4* como de activacién de células T CD8* con valores de
CEso de 0,08 nM y 0,03 nM respectivamente. El mAb? pudo unirse a PD-L1 expresado en PBMC vy tuvo actividad de
PD-L1 equivalente en ambos tipos de células. Ademas, la unién a PD-L1 expresado en PBMC dio como resultado la
reticulacion de los mAb? de manera que fueron capaces de unirse a, agrupar y activar CD137 en ambos subtipos de
células T, como se mide por la liberacién de IFN-y. La concentracién maxima de IFN-y liberada por las células T
tratadas con mAb? fue mayor que la de cualquiera de los anticuerpos de control positivo con valores de Emax de 86.680
pg/ml y 188.242 pg/ml para la activacién de células T CD4+ y la activacién de células T CD8* respectivamente. Esto
indica el mAb? tiene actividad aumentada en este ensayo por encima de la de cualquiera de los anticuerpos
monoclonales de PD-L1y CD137.

Tabla 18 - Valores del ensayo de recuerdo con antigeno de combinado de péptidos CEFT (Activacion de células
T CD4)

‘Molécula(s) Tipo . CEso(nM) | Emax (pg/ml)

[FS22-172-003-AA/E12v2 mAb? . 008 86.680

R R R

§G1-AA/E12V2 mAb PD-L1

|G1-AA/4420 Isotipo N/A N/A

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitio la deferminacién de CEso .

Tabla 19 - Valores del ensayo de recuerdo con antigeno de combinado de péptidos CEF (Activacion de células
T CD8*)

Mo|ecu|a(s) T|po ................................. CE50(nM) ............... Emax(pg/m|) ..................
F322172003AA/E12\/2 ................................................................ m Ab2 ............................... 0,03 ........................... 188242 ........................
G1 -AA/20H4,9 + anti-CH2 humano mAb CD137 20,33 §116.204

G1 -AA/E12v2 mAb PD-L1 20,04 586.613

G1AA/4420 ........................................................................................... |Sot|po ............................. N/AN/A ................................

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitié la determinacién de CEso

10.5 Actividad de mAB? anti-CD137/PD-L1 humano en un ensayo de activacion de células T DO11.10 de ratén con
bloqueo de PD-L1

La actividad de FS22-172-003-AA/E12v2 se ensay6 en un ensayo de activacién de células T DO11.10 de ratén para
investigar la actividad de bloqueo del punto de control de PD-L1. La actividad funcional hacia PD-L1 humano se
examind en un ensayo de liberacion de IL-2 usando células T de OVA DO11.10 y células de hibridoma de células B
LK35.2 como se describe en el Ejemplo 5.4.
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Los resultados se muestran en la Tabla 20. El mAb? anti-CD137/PD-L1 humano mostrd una actividad potente en el
ensayo de activacion de células T DO11.10 de ratén con un valor de CEso de 1,27 nM, lo que confirma que FS22-172-
003-AA/E12v2 puede unirse a PD-L1 y bloquear la interaccién de PD-L1 con PD-1. Su actividad fue similar a la de los
anticuerpos anti-PD-L1 humano de control positivo G1-AA/E12v2 y G1-AA/S70, lo que indica que no se produjo pérdida
de actividad anti-PD-L1 humano cuando se incorporé G1-AA/E12v2 en la molécula de mAb? FS22-172-003-AA/E12v2.

Tabla 20 - Valores del ensayo de activacion de células T DO11.10 (liberacion de IL-2 de raton)

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

EMoIécuIa(s) Tipo CEso (nM) §Emax P
?Eéé‘é‘-"1‘95:(‘)"(‘)‘5-‘,&;&}%‘1“5\‘/5 ............. mAb2127424
€G1-AA/E12v2 mAb PD-L1 §1,19 480
G1AA/S70 .......................................... T 14 ..................... 498
G1 -AA/HelD1.3 mAb de control de isotipo de IgG1 humana N/A N/A

N/A - no aplicable ya que la seﬁél baja no permiti6 la determinacion de CEso

Ejemplo 11: Reactividad cruzada funcional de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en ensayos funcionales de
cynomolgus

11.1 Actividad de mAb? anti- CD137/PD-L1 humano en un ensayo de activacion de células T DO11.10 de cynomolgus

La agrupacion de CD137 a través de moléculas agonistas en células T activadas incita la activacion de las células T
y la sefializacién aguas abajo que da como resultado, pero no se limita a, la produccion de IL-2. La capacidad del
mAb? anti-CD137/PD-L1 humano para activar las células DO11.10 que expresan CD137 de cynomolgus se ensay6
en un ensayo de activacion de células T. Se desarrollé un ensayo de activacion de células T DO11.10 usando células
T DO11.10 modificadas por ingenieria para sobreexpresar CD137 de cynomolgus y se evalué la activacion de las
células T midiendo la liberacién de IL-2.

Se produjeron células DO11.10 (National Jewish Health) que expresaban CD137 de cynomolgus de longitud completa
(SEQ ID NO: 189) designadas 'DO11.10.cCD137' y se confirmé la expresion de CD137 de cynomolgus como se
describe en el Ejemplo 1.2.

Se ensayaron los siguientes mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en este ensayo de activacion de células T DO11.10:
FS22-172-003-AA/lamG02v3, FS22-053-008-AA/E05v2, FS22-053-008-AA/E12v2, FS22-053-008-AA/G12v2, FS22-
053-017-AA/E05v2, FS22-053-017-AA/E12v2, FS22-053-017-AA/G12v2, FS22-172-003-AA/EQ05v2, FS22-172-003-
AA/E12v2, FS22-172-003-AA//G12v2. Se prepararon diluciones de mAb? o mAb de control positivo G1-AA/MOR7480.1
con o sin anticuerpo anti-hCH2 (mG1/MK1AB) reticulante y se afiadieron a células DO11.10.cCD137 en una placa de
fondo redondo de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 0,1 pg/ml de anticuerpo anti-CD3 (clon
17A2, BioLegend, 100208) y se habian sembrado con 2x10° células HEK.cyPD-L1 que se van a usar como células de
reticulacion basadas en células, que sobreexpresaban PD-L1 de cynomolgus. Se prepararon células que
sobreexpresaban PD-L1 de cynomolgus como se describe en el Ejemplo 5.3.3, usando el PD-L1 de cynomolgus como
se describe en el Ejemplo 9.5. Después de una incubacién de 18 horas, se recogieron los sobrenadantes y se
sometieron a ensayo con el kit de ELISA para IL-2 de ratén (eBioscience, 88-7024-86) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las placas se leyeron a 450 nm usando el lector de placas con el software Gens, BioTek. Los valores de
absorbancia de 570 nm se restaron de los de 450 nm (Correccidon). La curva estandar para el célculo de la
concentracion de citocinas se basé en un ajuste de curva logistico de cuatro parametros (Gens Software, BioTek). La
concentracion de miL-2 se representé frente al logaritmo de la concentracion de mAb? o mAb de referencia y las curvas
resultantes se ajustaron usando la ecuacion log (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

Todos los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano ensayados en este ensayo mostraron actividad en presencia de células
HEK que sobreexpresan PD-L1 de cynomolgus para reticular el mAb?indicando que todos los mAb? son capaces de
unirse tanto a PD-L1 de cynomolgus como de unirse y de agrupar CD137 de cynomolgus incitando la activacion de
células T DO11.10 como lectura de la produccién de IL-2 (véase la Tabla 21 y la Figura 8). Todos los mAb? anti-
CD137/PD-L1 humano mostraron una actividad similar con valores de CE50 en el intervalo de 0,06 a 0,11 nM y valores
de Emax en el intervalo de 8.060 a 12.300 pg/ml de IL-2 sélo cuando se reticularon mediante PD-L1 de cynomolgus
expresado en células. En ausencia de PD-L1 de cynomolgus, cuando el ensayo se llevé a cabo usando células HEK
que no expresan PD-L1 de cynomolgus, no hubo actividad como resultado de ninguna reticulacion. El anticuerpo G1-
AA/MOR7480.1 de CD137 de control positivo que se ha mostrado que presenta reactividad cruzada con cynomolgus
(Fisher et al, 2012) muestra actividad en este ensayo, cuando se reticula con anti-CH2, sin embargo, todos los mAb?
anti-CD137/PD-L1 humano son mejores tanto en términos de valores mas bajos de CEso como de valores mas altos
de Emax lo que indica reactividad cruzada y mejor actividad en un sistema que expresa CD137 de cynomolgus.
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Tabla 21
?Molécula Tipo  CEso (nM) (reticulado) : Emax (pg/ml) (reticulado)
:'Fé‘éuzl"i"7"5‘6'6':3,"RX'i;ﬁi?é'é'zui}é;"""""""'E"r'{i'/iﬁi ..................... 00812304 ................................................
FS22-053-008-AA/E05V2 mAb2 0,06 28.057
F822053008AA/E12V2mAb2 ..................... 0089010 ..................................................
F822-053-008-AA/G1 2V2 mAb?2 0,07 9.656
FS22-053-017-AA/EQ5V2 mAb?2 0,10 9.021
FS22-053-017-AA/E12V2 mAb2 0,11 29.362
FS22-053-017-AA/G12V2 mAb2 0,08 8.933
F522:172-003-AAEO5V2 mAb2 0,08 10.520

11.2 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en un ensayo de reaccion de leucocitos mixtos primarios de
cynomolgus

La actividad de los mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se ensayé en un ensayo de reaccién de linfocitos mixtos de
cynomolgus (MLR). De manera similar al ensayo de MLR humano descrito en el Ejemplo 10.3 este ensayo mide una
respuesta de inmunoensayo celular que se produce entre dos poblaciones de linfocitos alogénicos (de la misma
especie, pero genéticamente distinta). El ensayo usa células T CD4+ de un individuo de cynomolgus y monocitos
CD14+ de otro individuo. Como las células inmunitarias contienen niveles fisiolégicos de reguladores de puntos 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 de cynomolgus.

Aislamiento de células T CD4+*

Se aislaron PBMC de muestras de sangre de monos cynomolgus mediante separacion en gradiente de Ficoll. Se
aislaron células T CD4* usando un kit de aislamiento de CD4* de primate no humano (Miltenyi Biotec Ltd, 130-091-
102) segun las instrucciones del fabricante. Se usaron células frescas en el ensayo MLR.

Aislamiento de monocitos CD14+

Se aislaron monocitos no tratados a partir de PBMC de cynomolgus usando un kit de aislamiento de CD14 de primate
no humano, (Miltenyi Biotec Ltd, 130-091-097) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron monocitos frescos
en el ensayo de MLR.

Ensayo MLR

Se diluyeron el mAb? anti-CD137/PD-L1 humano FS22-172-003-AA/E12v2 y el anticuerpo anti-PD-L1 humano G1-
AA/E12v2 y el anticuerpo de control de isotipo G1-AA/4420 4x la concentracién final por triplicado en 50 pl de medio
AIM V en placas de fondo redondo de 96 pocillos (VWR, 734-1797). Se incluyd como control negativo un anticuerpo
anti lisozima de huevo de gallina (HEL), designado HelD1.3 (descrito en el Ejemplo 2.2), que contenia la mutacién
LALA. Se ensay6 una serie de diluciones de 4 veces partiendo de 300 nM a 0,02 nM. Se afiadieron tanto 7,5x10*
células monociticas suspendidas en 50 pl de medio AIM V como 7,5x10° células T CD4+ suspendidas en 100 pl de
medio AIM V a las diluciones de anticuerpo y se incubaron durante 6 dias a 37 °C + CO2 al 5 %. Se incluyeron los
siguientes controles negativos: células T CD4* solas, monocitos CD14+ solos, células T CD4* + iDC y medio AIM V
solo. Los sobrenadantes se recogieron el dia 2 y se midieron las concentraciones de interleucina 2 (IL-2) usando un
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panel de perlas magnéticas con citocinas de primates no humanos MILLIPLEX MAP (Merck Millipore, no. de cat.
PRCYTOMAG-40K-01), los sobrenadantes también se recogieron el dia 6 y se midieron las concentraciones de
interferén gamma (IFN-y) usando el mismo kit. Las muestras se analizaron en méquinas Bio Plex 200, de Bio-Rad.

Ambos mAb? anti-CD137/PD-L1 humano mostraron actividad en este ensayo indicando que los mAb? son capaces de
unirse a PD-L1 de cynomolgus y posteriormente unirse y agrupar CD137 de cynomolgus a niveles de expresion
endogenos a células inmunitarias de cynomolgus recién aisladas, dando como resultado la liberacion de citocinas
como resultado de la activacion de las células T (véase la Figura 9).

11.3 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en un ensayo de PBMC primarias de cynomolgus

La actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano se ensay6 en un ensayo de PBMC primarias de cynomolgus. Este
ensayo mide una respuesta de inmunoensayo celular que se produce en una poblacién mixta de PBMC que se han
estimulado con mAb anti-CD3. El ensayo usa PBMC completas de un individuo de cynomolgus y, como las células
inmunitarias contienen niveles fisiolégicos de reguladores de puntos de control inmunitario, el ensayo de PBMC puede
usarse para confirmar que la activacion de las células T esta potenciada por el mAb? en un sistema cynomolgus.

El experimento se realizé esencialmente como se describe en el Ejemplo 3.5 con las siguientes desviaciones: el
anticuerpo anti-CD137 de control positivo (G1-AA/MOR7480.1) se diluyd en el mismo medio en el que se sembraron
las células, a una concentracion final 2X comenzando a 40 nM que contenia agente de reticulacién 40 nM (el anticuerpo
anti-CH2 humano (MK1AB) y se llevé a cabo una titulaciéon 1:4. El mAb? (FS22-172-003-AA/E12v2) y el anticuerpo de
control negativo (G1-AA/HelD1.3) se diluyeron de la misma manera sin el agente de reticulacién. Se afiadieron 100 pl
de mezcla diluida de anticuerpo/reticulante a las células para un total de 200 pl de volumen de ensayo y 1X
concentracion de anticuerpo. El ensayo se incubé a 37 °C con COz2 al 5 % durante 3 dias. Los sobrenadantes se
recogieron y se ensayaron con un kit de Panel Proinflamatorio 1 MSD V-Plex (NHP) (Meso Scale Discovery, no. de
cat. K15056D-2) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron en un instrumento lector de placas
de electroquimioluminiscencia MESO QuickPlex SQ 120. Se calculé una curva patrén para el calculo de la
concentracion de citocinas usando el software MSD Discovery Workbench 4.0 y se ajusto la concentracién de citocinas
en el sobrenadante usando la ecuacién de logaritmo (agonista) frente a respuesta en GraphPad Prism.

La Figura 28A muestra un grafico representativo de la liberacién de IFN-y de la activacion de las células T en el
ensayo de PBMC de cynomolgus v la Figura 28B muestra un grafico representativo de la liberacién de IFN-y de la
activacion de células T en el ensayo de PBMC humanas.

El anticuerpo anti-CD137 humano G1-AA/MOR7480.1 cuando se reticul6 con anticuerpo anti-hCH2, mostr6 actividad
en ambos ensayos de PBMC. No se observo actividad con el anticuerpo de control negativo G1-AA/HelD1.3, como se
esperaba. Sorprendentemente, los mAb2 mostraron una activacion similar en ambos ensayos de PBMC con valores
de CEso de 0,08 nM y 0,03 nM respectivamente. La CEso indica la concentracién de mAb a la que se alcanza la mitad
de la respuesta agonista. Por lo tanto, el mAb? pudo unirse al PD-L1 expresado en PBMC, lo que dio como resultado
la reticulacion de los mAb? de manera que fueron capaces de unirse a, agrupar y activar CD137 en las células T de
ambas especies, como se mide por liberacién de IFN-y. La concentracion maxima de IFN-y liberada por las células T
tratadas con mAb? fue mayor que cualquiera de los anticuerpos de control positivo, lo que indica que el mAb? tiene
actividad aumentada en este ensayo por encima de la de los anticuerpos monoclonales anti-CD137.

Ejemplo 12: Produccion de un Fcab anti-CD137 de ratén

Para ensayar la actividad de mAb? que contenian una regién de unién a antigeno CD137 en modelos de ratén in vivo,
debido al riesgo de no ser capaces de obtener Fcab de ratén con reactividad cruzada en seres humanos debido a la
baja homologia de secuencia entre las secuencias de CD137 de ratén y humana, se generaron y caracterizaron Fcab
que se unian especificamente a CD137 de ratén. Después de generar los Fcab de unién a CD137 de ratén,
sorprendentemente, se encontré posteriormente que FS22-053-14 era capaz de presentar reactividad cruzada con
ratén y ser humano.

12.1 Seleccion sin tratamiento previo de Fcab anti-CD137 de ratén

Con el fin de seleccionar los Fcab que se unen a CD137 humano, se emplearon campafias de selecciéon de
presentacion en levaduras y fagos, similares a las descritas previamente para la seleccién de Fcab que se unen a
CD137 humano (véase el Ejemplo 2.1). Se usaron como antigenos, CD137 dimérico de ratén recombinante o células
que expresaban CD137 de raton de longitud completa (véase el Ejemplo 1).

Se usaron el antigeno mCD137-mFc-Avi interno y las células DO11.10 que expresaban mCD137 (DO11.10.mCD137)
en selecciones usando las seis bibliotecas de fagos. Todas las producciones de antigeno recombinante de la ronda 3
(576 clones) y las producciones de seleccidén de células de la ronda 3 (576 clones) se cribaron mediante ELISA de
fagos y para determinar la union celular a células DO11.10.mCD137. Se subclonaron 34 coincidencias de clon de
Fcab y se produjeron como mAb? HelD1.3 como se describe en el Ejemplo 2.2.
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Las cuatro bibliotecas de levadura sin tratamiento previo que presentaban dominios CH1 a CH3 de IgG1 humana
usadas previamente para la selecciéon de Fcab que se unian a CD137 humano se usaron para selecciones de Fcab
que se unen a CD137 de ratdn. Se realizaron un total de 53 rondas separadas de selecciones para identificar los
ligantes anti-CD137 de ratén. Se us6 antigeno CD137 de ratén biotinilado, dimérico, producido internamente
(mCD137-mFc-Avi) para seleccionar ligantes de las bibliotecas de levadura sin tratamiento previo.

12.2 Caracterizacion de Fcab anti-CD137 de ratén a partir de selecciones sin tratamiento previo

La especificidad de los Fcab anti-CD137 de ratén para CD137 de raton se ensay6 en formato de mAb? "simulado”
HelD1.3 y se midi6é por BLI en un sistema Octet QKe ensayando la unién de los Fcab a otros receptores TNFRSF de
ratén (CD40, OX40, GITR). Biosensores de estreptavidina (PALL ForteBio 18-5021) para recubrir receptores CD40,
GITR, OX40 de ratén 10 ng/ul (todos obtenidos de R&D Systems y biotinilados usando un kit EZ-Link Sulfo-NHS-SS-
Biotina de Thermoscientific #21328). Los Fcab anti-CD137 de ratén en formato de mAb? simulado se diluyeron 1:1 en
tampdn cinético (PALL 18-1092) hasta una concentracidn final de al menos 1 PyM. Los sensores recubiertos con
antigeno se sumergieron en las soluciones de mAb? durante 180 segundos seguido de 180 segundos en 1x tampén
cinético. Se usaron anticuerpos para cada uno de los receptores de TNFRSF como controles positivos. Los clones de
Fcab FS22m-055, FS22m-063, FS22m-066, FS22m-075, FS22m-135, FS22m-055, FS22m-063, FS22m-066 no se
unieron a ninguno de los receptores de TNFRSF ensayados, demostrando asi su especificidad por CD137 de ratén.

Se produjeron células HEK.FRT.luc que expresaban la secuencia de CD137 de ratén (SEQ ID NO: 187) siguiendo la
misma metodologia que se ha descrito previamente en el Ejemplo 2.3. Los mAb? que contenian los Fcab anti-CD137
de ratén previamente seleccionados se cribaron usando esta linea celular, HEK.FRT.luc.mCD137 segln el método
descrito en el Ejemplo 2.3. Se ensayaron 56 mAb? de los cuales 29 fueron positivos para la actividad de NF-kB. Se
us6 Lob12.3 que contenia un Fc de IgG1 humana con una mutacién LALA (G1-AA/Lob12.3), como control positivo de
mAb anti-CD137 de raton y mostré un aumento en la luminiscencia confirmando la validez del ensayo. Se us6 HelD1.3,
que también contenia un Fc de IgG1 humana con una mutaciéon LALA, como control negativo de isotipo de IgG humana
para descartar la interferencia del Fab simulado de IgG humana en este ensayo. Se calcularon las CEso cuando fue
posible y los mAb? que no alcanzaron una meseta en la actividad, se ignoraron a favor de los mAb? que mostraron
una cinética de actividad sigmoidea clasica. Los mAb? se clasificaron en orden de CEso y veces de cambio en la
actividad tras la reticulacion de la Proteina L. Se seleccioné FS22m-063 basandose en que tenia la mejor CEso tras la
reticulacion (1,44 nM) y las veces de cambio mas alta en la actividad tras la reticulacion (27 veces).

12.3 Actividad de los Fcab FS22m-063, FS22-053-014 y FS22-053-017 en formato de mAb? simulado en el ensayo de
activacion de células T DO11.10 de CD137 de raton

El clon FS22-053-017 (en formato de mAb? simulado HelD1.3) también se comparé frente al clon de Fcab de union a
CD137 murino FS22m-063 (también en formato de mAb? simulado HelD1.3), asf como el clon parental FS22-053-014
(en formato de mAb? simulado HelD1.3), en un ensayo de activacion de células T DO11.10 de CD137 de ratén como
se describe en el Ejemplo 2.4. Las moléculas de mAb? se reticularon con Proteina L a una relacién molar 4:1 (mAb?:
Proteina L). Los resultados se muestran en la Tabla 22.

Como se esperaba, todas las moléculas ensayadas mostraron actividad medida por la liberacion de IL-2 cuando se
reticularon con Proteina L, pero no tuvieron actividad cuando no se reticularon. El FS22m-063 que se selecciond para
unirse a CD137 de ratén tenia la mejor actividad en el ensayo, con una CEso de 0,39 nM cuando esta reticulado. Tanto
FS22-053-14 como FS22-053-017 tuvieron actividad en el ensayo, indicando que la funcién no se perdié debido a
mutagénesis, aunque FS22-053-017 tuvo una ligera pérdida de actividad con una CEso que era aproximadamente 8
veces peor que FS22-053-14 cuando se reticulaba por la Proteina L. La Figura 10 muestra que los Fcab de CD137
de afinidad madurada con reactividad cruzada humana y murina FS22-053-014 y FS22-053-017, y el Fcab de anti-
CD137 de raton FS22m-063, en formato de mAb?2 simulado HelD1.3 activaba CD137 cuando se reticulaba con Proteina
L conduciendo a una liberacién de miL-2 en un ensayo de activacion de células T DO11.10.

Tabla 22

§Sin XL §+XL Emax (IL-2 pg/ml) §+XL CEso (nM)
FS22-053-014 N/A 228.071 22,04
FS22-053-017 N/A 41 042 16,74
FS22m-063 N/A 224.1 75 0,39
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Sin XL i +XL Emax (IL-2 pg/ml) +XL CEso (nM)

{G1-AA/Lob12.3 + Proteina L INA - 121.332 12,26

N/A - no aplicable ya que la sefial baja no permitié la determinacién de CEso
Ejemplo 13: Caracterizacion in vitro de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén

Para ensayar la actividad de mAb? que contenian una regién de unién a antigeno CD137 en modelos de ratén in vivo,
se eligio FS22m-063 como el Fcab que mostraba la mejor actividad en el ensayo de activacion de células T como se
describe en el Ejemplo 12.3.

13.1 Construccion, expresion y purificacion de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén

Se produjeron mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton que comprendian el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 y también
una region Fab de unién a PD-L1 (clon YW243.55.S70 de US 8.217.149 B2). Se prepararon de manera similar al
método descrito en el Ejemplo 3.2 mediante sustitucién de parte del CH3 del anticuerpo de unién anti-PD-L1 que
contenia los bucles AB, CD y EF con la region correspondiente del Fcab. Estos mAb? modelo PD-L1 comprendian una
mutacion LALA en el dominio CH2 (AA). Se sabe que la introduccién de la mutacion LALA en el dominio CH2 de la
IgG1 humana reduce la unién al receptor Fey (Bruhns, P., et al. (2009) y Hezareh M., et al. (2001)).

Se produjeron mAb? FS22m-063-AA/PD-L1 mediante expresion transitoria en células HEK293-6E y se purificaron
usando columnas de Proteina A mAb Select SuRe.

13.2 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en un ensayo de activacion de células T OT-1 primarias de ratén

Para ensayar la actividad del mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en células que no se han modificado por ingenieria
para sobreexpresar CD137, se necesité un ensayo de células T primarias de raton. Las células T CD8* citotdxicas
activadas son responsables de matar directamente las células cancerosas y expresan CD137 en su superficie celular
(Ye et al, 2014). Se sabe que la agrupacién de CD137 es esencial para inducir la sefializacién aguas abajo y la
activacion adicional de las células T CD8*. Por lo tanto, se us6 un ensayo de activacion de células T CD8* para evaluar
la capacidad de los mAb? para dirigir la agrupacion y la posterior sefializacién aguas abajo de CD137. Aunque se
hicieron intentos para reflejar el ensayo de activacion de células T CD8* humanas de manera idéntica, las células T
CD8* murinas aisladas de bazos de C57BL/6 o Balb/c sin tratamiento previo no mostraron el potencial de activacién
requerido para dicho ensayo. Por lo tanto, se desarrolld un ensayo de activacion de células T CD8* especifico de
antigeno alternativo. La activacion de las células T CD8* se logré mediante estimulacion antigénica de células T OT-
1 modificadas genéticamente, aisladas de ratones C57BL/6 OT-1 (Jackson Laboratory, No. de cat. 003831) que tenian
un receptor de células T especifico para el péptido 257-264 de ovoalbimina, y se determiné mediante |a liberacion de
IL-2.

Para aislar células T CD8*, se aislaron esplenocitos de bazos de ratén OT-1 frescos. Brevemente, se recogié cada
bazo de un raton C57BL/6 OT-1 y se almacené en PBS antes de transferirse a un pocillo de una placa de cultivo tisular
de 6 pocillos y se disrumpié mecanicamente con 2 agujas. El bazo disrumpido se pasé a través de un filtro celular de
70 um y el filtro se aclard con PBS. La suspensién celular se sedimenté después por centrifugacién, el sobrenadante
se elimind, y los glébulos rojos se lisaron mediante la adicién de 10 ml de tampén de lisis de glébulos rojos 1X
(eBioscience, 00-4300-54) segun las instrucciones del fabricante. Los esplenocitos se sembraron en placas para medio
de activacion de células T (IMDM, FCS al 5 %, 2-mercapto etanol 50 uM, Penestrp 1X) que contenia péptido SIINFEKL
10 nM (SEQ ID NO: 194) InvivoGen, no. de cat. vac-sin) en placas de 6 pocillos a 10x10° células por pocillo. Las
placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C con CO2 al 5 %. Después de 48 horas las células T CD8* se aislaron
usando un Kit de aislamiento de células T CD8* (Miltenyi Biotec, 130-104-075) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las células T CD8* aisladas y activadas se sembraron en placas en medio (IMDM, FCS al 5 %, 2-mercapto
etanol 50 pM, 1X Penestrp) suplementado con 30 U/ml de IL-2 (Peprotech, AF-200-02) y se mantuvieron a menos de
1x108 por ml en cada division diaria durante 3 dias mas. Después de los tres dias de expansion, las células se usaron
entonces en el siguiente ensayo.

La incubacién con células B16.F10, que se cultivaron en presencia de IFN-y para inducir la expresién de PD-L1, y que
después se pulsaron con péptido SIINFEKL se usé como primera sefial para dirigir la activacion inicial de las células
T OT-1 y posteriormente se usaron para evaluar la eficacia del mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén FS22m-063-AA/S70.

Brevemente, las células B16.F10 se cultivaron primero en presencia de 20 ng/ml de IFN-y murino (Peprotech, no. de
cat. AF-315-05-100UG) para inducir la expresion de PD-L1. Estas células se incubaron después con péptido SIINFEKL
500 nM durante una hora a 37 °C antes de sembrarse a 1,5 x 10* células por pocillo en 100 ul de medio en una placa
de 96 pocillos de fondo plano. Se afadieron 2 x 10* células OT-1 por pocillo a las células B16.F10 en 50 pl de medio.
Los anticuerpos de ensayo (FS22m-063-AA/S70, G1-AA/S70, G1-AA/Lob12.3, FS22m-063-AA/HelD1.3) se
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prepararon en una titulacién 1:4 comenzando a 160 nM (concentracién final 4X) y se afiadieron 50 pl de mezcla de
anticuerpos a cada pocillo, dando como resultado, por consiguiente, un volumen de ensayo final de 200 pl. El ensayo
se incubo durante 3 dias a 37 °C con CO2 al 5 %. Después de 3 dias, se recogieron los sobrenadantes y se realizé un
ELISA para mIFN-y (eBioscience, no. de cat. 88-7314-88) segln las instrucciones del fabricante.

Como se ve en la Figura 11 y en la Tabla 23, el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén tiene la mayor potencia con un valor
de CEso de 0,003 nM. Este ensayo indica que el mAb? tiene una fuerte potencia como resultado del agrupamiento de
CD137 que conduce a un aumento del agonismo y activacién de células T CD8*.

Tabla 23

?MO'éCU'a §Tipo CEso (NM) | Emax (pg/ml)
FS22m-063-AA/S70 mAb? 0,003 | 23.886 |
G1 -AA/S70 + G1-AA/Lob12.3 + anti-hCH2 §Combinacién de mAb de control positivo  {0,02 24.703

G1 -AA/S70 mAb PD-L1 0,02 19.477
G1AA/Lob123+ant|hCH2mAbCD137 ................................................................... 0 36 17833 ...........
F822m063AA/HeID13mAb25|mu|ado .............................................................. - /a .................. 3854 .............

N/A significa - no aplicable ya que la sefal baj‘a no permitié la determinacion de CEso

Habiendo mostrado actividad in vitro y actividad superior a los controles de anticuerpo positivo, fue deseable después
probar el mAb? anti-ratén CD137/PD-L1 en un apropiado in vivo Modelo de tumor de raton singénico.

Ejemplo 14: Caracterizacion in vivo de mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton
14.1 Actividad de mAb? anti- CD137/PD-L1 de ratén en un modelo de tumor de raton singénico CT26

Habiendo mostrado que el Fcab FS22m-063 es capaz de dirigir el agrupamiento y la activacion de CD137 in vitro, era
deseable ensayar su capacidad para activar CD137 in vivo.

Preparacion de Fcab FS22m-063 en formato de mAb? para el ensayo en ratones in vivo

Se prepard un mAb? que comprendia el Fcab anti-CD137 de ratén, FS22m-063, y una regién Fab especifica para PD-
L1 usando una metodologfa similar al mAb? modelo producido el Ejemplo 3.2 y se ensay6 para determinar la actividad
antitumoral in vivo en un modelo de tumor de ratén singénico CT26.

Controles: G1/Lob12.3, G1-AA/Lob12.3, G1/870, G1-AA/4420.

Se produjeron anticuerpos de control para los experimentos in vivo uniendo la regién pesada variable del anticuerpo
anti-PD-L1 S70 (clon YW243.55.S70 de US 8.217.149 B2) a la regién constante de IgG1 humana (G1m17) que
contenia la mutacion LALA, y la regién ligera variable del anticuerpo S70 se uni6 a la regién constante humana (Lm1)
a través de la regién J kappa humana. El anticuerpo anti-CD137 de ratén Lob12.3 (Taraban et al., 2002) en formato
de IgG1 humana con y sin la mutacién LALA en la regién constante se usé como anticuerpo de control positivo anti-
CD137 de ratdén. El mAb? se generé reemplazando el dominio CH3 de la construccién reformateada descrita
anteriormente con FS22m-063 y se designo 'FS22m-063-AA/S70".

Los modelos de ratén singénicos se aceptan como sistemas murinos apropiados para ensayar el efecto antitumoral
de inhibir dianas terapéuticas y se han usado ampliamente para validar el desarrollo de agentes terapéuticos humanos.
El modelo de tumor singénico CT26 se us6 en este experimento ya que se sabe que los tumores CT26 son altamente
inmunogénicos (Lechner et al, 2013) y responden parcialmente a la monoterapia con anticuerpos anti-CD137 (Kim et
al, 2008) y expresan PD-L1 (Kleinovink et al., 2017).

Se dejaron reposar ratones hembra Balb/c (Charles River) de 8-10 semanas de edad y que pesaban 20-25 g cada
uno durante una semana antes del inicio del estudio. Se suministré a todos los animales un microchip y se les
administré un identificador Gnico. Cada cohorte tenia 12 ratones. La linea celular de carcinoma de colon CT26 (S.
Rosenberg, NIH) se expandio inicialmente, se almacend y después se cribé previamente por IDEXX Bioresearch para
detectar patégenos usando el protocolo IMPACT | y se mostrd que estaba libre de patégenos.

Cada animal recibi6 0,1 x 10° células inyectadas por via subcutéanea en el flanco izquierdo en 100 pl de DMEM. 7 dias
después de la inoculacién de células tumorales, se retiraron del estudio los ratones que no tenian tumores en este
punto.
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El mAb? FS22m-063-AA/S70 y los anticuerpos de control (G1/Lob12.3, G1-AA/Lob12.3 (controles positivos anti-
CD137), G1/S70 (control positivo anti-PD-L1), G1-AA/4420 (control de isotipo) se inyectaron por via intraperitoneal en
ratones a 20 ug por ratdn (una concentracion final de ~1 mg/kg) en DPBS + arginina 1 mM + Tween 80 0,05. Cada
ratén recibié la molécula de mAb? o anticuerpo de control o una combinacion de dos anticuerpos de control mediante
inyeccién intraperitoneal (IP) de 200 pl los dias 7, 9y 11 después de la inoculacién del tumor. Se tomaron mediciones
precisas de los tumores, se realizd cualquier dosificacién de farmaco debida el dia en cuestion, y los ratones se
pusieron bajo observacién estrecha durante el resto del estudio. Las mediciones del volumen tumoral se tomaron con
calibradores para determinar el eje mas largo y el eje mas corto del tumor. Se usé la siguiente férmula para calcular
el volumen tumoral:

LX(S8A/2
Donde L = eje mas largo; S = eje mas corto

Como se muestra en la Figura 12, el mAb? FS22m-063-AA/S70 mostrd una inhibicidn significativa del crecimiento
tumoral en comparacién con los ratones tratados con algunos de los anticuerpos de control. Se mostré significacion
estadistica por pares para las tasas de crecimiento durante todo el tiempo del estudio usando el andlisis de modelo
mixto que comparaba todos los grupos. Ninguno de los ratones mostré signo de toxicidad manifiesta y todos los
tratamientos fueron bien tolerados, lo que indica que un direccionamiento biespecifico frente a CD137 y PD-L1 no
induce una toxicidad significativa.

Todos los animales que contenfan tumores que median igual o inferior a 62,5 mm? se contaron como animales
completamente respondedores (véase la Tabla 24). El 28% de los animales tratados con G1/Lob12.3 (control positivo
anti-CD137 sin mutacién LALA) se consideraron libres de tumores al final del estudio, mientras que el 7 % de los
animales tratados con G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137 con la mutacién LALA) y el 0 % de los ratones
tratados con FS22m-063-AA/S70 (Fcab anti-CD137 de ratéon FS22m-063 en un formato de mAb? PD-L1 modelo) se
consideraron sin tumor. FS22m-063-AA/S70 induce una inhibicién significativa del crecimiento tumoral, en un modelo
de tumor singénico CT26 en comparacioén con ratones tratados con IgG de control. Ningtn animal tratado con G1-
AA/4420 (control de IgG) o G1/S70 (control positivo de PD-L1) estaba libre de tumor al final del estudio. Los graficos
en la Figura 17 muestran las mediciones del crecimiento tumoral en mm? para cada animal a lo largo del tiempo.

Tabla 24: Numero y porcentaje de ratones sin tumor al final del estudio en el estudio de tumor singénico CT26.

El estudio muestra que, en ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, en un modelo de tumor de
ratén singénico CT26, el agonismo de CD137, presumiblemente como resultado de la reticulacién a través de PD-L1,
conduce a una reduccion en el crecimiento tumoral, presumiblemente a través del aumento de la actividad citotoxica
de las células T CD8* en el tumor.

El andlisis de supervivencia (Figura 18 y Tabla 25) mostro que el FS22m-063-AA/S70 indujo un beneficio de
supervivencia significativo en comparacién con el control de isotipo (G1-AA/4420). La Tabla 25 muestra un resumen
de la supervivencia mediana en dias para cada grupo y andlisis estadisticos por pares (rango logaritmico) en modelo
de tumor singénico CT26 crecido por via subcutanea en ratones Balb/c tratados con G1-AA/4420 (control de IgG), la
combinacion de G1/S70 mas G1-AA/Lob12.3 y FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de ratén FS22m-063 en un
formato de mAb? de PD-L1 modelo). FS22m-063-AA/S70 dio como resultado una supervivencia significativamente
aumentada en comparacién con los ratones tratados con control de 1gG. FS22m-063-AA/S70 no mostré un beneficio
de supervivencia significativo sobre la combinacién de G1/S70 + G1-AA/Lob12.3.
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Tabla 25: Mediana de los tiempos de supervivencia para animales tratados con cada compuesto.

?Compuesto gMediana de Supervivencia (Dias) Valores p de rango logaritmico
Fszzm_063_AA/S7030,5 ..................................................................................................................................................................
G1/S7O+G1-AA/LOb123 ............. 27 ..................................................................................... O ,2235 ......................................... NS ..................
G1-AA/4420 26 0,0058 >

Habiendo mostrado que, en ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, en un modelo de tumor de
ratén singénico CT26, el agonismo de CD137, presumiblemente como resultado de la reticulacién a través de PD-L1,
conduce a una reduccion en el crecimiento tumoral, presumiblemente a través de la actividad citotdxica aumentada
de las células T CD8* en el tumor, se repitié el estudio con las siguientes desviaciones. El mAb? FS22m-063-AA/S70
y los anticuerpos de control G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137), G1/S70 (control positivo anti-PD-L1), G1-
AA/HelD1.3 (control de isotipo)) se inyectaron intraperitonealmente en ratones a 200 pg por ratén (una concentracion
final de ~10 mg/kg) en DPBS + arginina 1 mM + Tween 80 0,05. Cada ratén recibié la molécula de mAb? o el anticuerpo
de control 0 una combinacién de dos anticuerpos de control mediante una inyeccién intraperitoneal (IP) de 200 pl los
dias 7, 9 y 11 después de la inoculacién del tumor.

El tratamiento con FS22m-063-AA/S70 dio como resultado una inhibicién significativa del crecimiento tumoral
(mostrado como la media del volumen tumoral en la Figura 19) en comparacion con los anticuerpos de control.

El andlisis de supervivencia (Figura 20 y Tabla 26) mostro que el FS22m-063-AA/S70 indujo un beneficio de
supervivencia significativo en comparacién con el control de isotipo (G1-AA/HelD1.3) y G1/S70. No hubo un beneficio
de supervivencia significativo sobre G1-AA/Lob12.3.

La Tabla 26 muestra un resumen de la mediana de supervivencia en dias para cada grupo y analisis estadisticos por
pares (rango logaritmico) en modelo de tumor singénico CT26 crecido por via subcutanea en ratones Balb/c tratados
con G1-AA/HelD1.3 (control de IgG), G1/S70 (control positivo anti-PD-L1), G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-
CD137) y FS22m-063-AA/S70 (Fcab anti-CD137 de ratbn FS22m-063 en un formato de mAb? de PD-L1 modelo).
FS22m-063-AA/S70 indujo una supervivencia significativa en un modelo de tumor singénico CT26 en comparacion
con ratones tratados con control de IgG y ratones tratados con control positivo de CD137.

Tabla 26: Resumen de la mediana de supervivencia en dias para cada grupo y analisis estadisticos por pares
(rango logaritmico) en modelo de tumor singénico CT26.

ECompuesto Mediana de Supervivencia (dias) Valores p de rango logaritmico
FS22m-063-AA/S70 48,5 :

éGV S70 235 0,0057 -
G1 -AA/Lob12.3 o8 5351 o
éG1-AA/HeID1 3 7 50745 -

14.2 Actividad de respuesta a la dosis de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en un modelo de tumor de ratén singénico
CT26

Actividad antitumoral de respuesta a la dosis

El mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton FS22m-063-AA/S70 mostro actividad antitumoral en el modelo de tumor singénico
CT26 a una dosis de 20 ug por ratoén (~1 mg//kg) dosificado tres veces cada dos dias (q2dx3). Para investigar la dosis
optima del mAb? FS22m-063-AA/S70 in vivo, se ensay6 un intervalo de dosis (2, 6, 20 y 200 pg/raton, equivalente a
aproximadamente 0,1, 0,3, 1y 10 mg/kg) en el modelo CT26 en un programa de dosificacion g2dx3 como se describié
anteriormente comenzando 7 dias después de la inoculacion de las células tumorales. El anticuerpo de control
negativo G1-AA/4420 se incluyd a una dosis de 200 pg por ratén (~10 mg/kg) con la misma programacion. El
anticuerpo de control positivo G1/Lob12.3 se incluyd a una dosis subéptima de 20 ug por ratéon (~1 mg/kg) con la
misma programacion.

71



10

15

20

25

30

35

ES 3 006 183 T3

Siguiendo el mismo protocolo que se ha descrito en el Ejemplo 14.1, se dejaron reposar ratones hembra Balb/c
(Charles River) de 8-10 semanas de edad y que pesaban 20-25 g cada uno durante una semana antes del inicio del
estudio. Se suministré a todos los animales un microchip y se les administrd un identificador Unico. Cada cohorte tenia
12 ratones. La linea celular de carcinoma de colon CT26 (ATCC CRL-2638) se expandi6 inicialmente, se almacené y
después se crib6 previamente por IDEXX Bioresearch para detectar patdégenos usando el protocolo IMPACT |y se
mostrd que estaba libre de patégenos. Cada animal recibié 0,1 x 10° células inyectadas por via subcutanea en el
flanco izquierdo en 100 pl de DMEM. 7 dias después de la inoculacién de las células tumorales, se retiraron del estudio
los ratones que no tenian tumores en este punto.

En el dia 7 del estudio, el mAb? FS22m-063-AA/S70 se inyecté intraperitonealmente en ratones a una concentracion
final segun el intervalo de dosis descrito anteriormente. Se inyectaron intraperitonealmente anticuerpos de control
(G1/Lob12.3 (anticuerpo de control positivo para CD137), G1-AA/4420 (control de isotipo)) en ratones a una
concentracién final de 20 ug por ratén (~1 mg/kg) y 200 pg por ratén (~10 mg/kg) respectivamente en DPBS + arginina
1 mM + Tween 80 0,05. Cada raton recibié la molécula de mAb? o anticuerpo de control mediante inyeccion
intraperitoneal (IP) de 200 pl los dias 7, 9 y 11 después de la inoculacién del tumor (q2dx3). Se tomaron mediciones
precisas de los tumores, se realizd cualquier dosificacién de farmaco debida el dia en cuestion, y los ratones se
pusieron bajo observacién estrecha durante el resto del estudio. Las mediciones del volumen tumoral se tomaron con
calibradores para determinar el eje mas largo y el eje mas corto del tumor como se describe en el Ejemplo 14.1.

Como se muestra en la Figura 13A, el mAb? FS22m-063-AA/S70 mostré una inhibicion significativa del crecimiento
tumoral en comparacion con los ratones tratados con el control de isotipo (G1-AA/4420) cuando se dosificé a ~0,3
mg/kg hasta ~10 mg/kg La significacion estadistica se mostré usando el andlisis de modelo mixto que comparaba
todos los grupos. El andlisis de supervivencia, Figura 13B y Tabla 27, muestra que el mAb? FS22m-63-AA/S70 induce
un beneficio de supervivencia estadisticamente significativo en comparacion con el control de isotipo en el modelo
singénico CT26 cuando se dosifica a niveles por encima de 0,3 mg/kg. Significacion estadistica realizada usando la
prueba de rango logaritmico (Mantel Cox). * P <0,05; **P <0,01; *** P < 0,001, *** P <0,0001. Ninguno de los ratones
mostré signo de toxicidad manifiesta y todos los tratamientos fueron bien tolerados.

Tabla 27
Tratam|ento ........................................ Med|anadeSuperV|venc|a ....... Slgnlflcaclonestadlstlca(pruebaderango
: : (dias) logaritmico)
FS22m-063-AA/S70

10 mg/kg 1 mg/kg 0,3 mg/kg 0,1 mg/kg
§F822m-063-AA/S70 10 mg/kg 39 | | | | |
F822m063AA/S701mg/kg .............................. 29 ........... ns .........................
F822m063AA/S7003mg/kg ............................. yi— ........... s ........... i
?F822m-063-AA/S70 0,1 mg/kg 21 e e >
G1 -AA/4420 10 mg/kg 21 e - * ns

NS significa no significativo

El estudio muestra que, en ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, en un modelo de tumor de
ratén singénico CT26, el agonismo de CD137, presumiblemente como resultado de la reticulacién a través de PD-L1,
conduce a una reduccion dependiente de la dosis en el crecimiento tumoral y un aumento dependiente de la dosis en
la supervivencia, presumiblemente a través del aumento de la actividad citotéxica de las células T CD8* en el tumor.

14.3 Mecanismo de accion de respuesta a la dosis

El mecanismo de accion del mAb? anti-CD137/PD-L1 de rat6n se evalu6 en el mismo modelo de ratén que portaba
tumor CT26 como se describe en el Ejemplo 14.2. Se analizé sangre, bazo y tejido tumoral de portadores de tumor
CT26 tratados con FS22m-063-AA/S70 a cuatro dosis diferentes (2, 6, 20 y 200 pg/ratdén, equivalentes a
aproximadamente 0,1, 0,3, 1, 10 mg/kg), asi como anticuerpo de control negativo G1-AA/4420 para detectar
marcadores de activacion y proliferacion de células T que se sabe que son efectos aguas abajo del agonismo de
CD137 (Fisher et al., 2012).
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Siguiendo el mismo protocolo de estudio que se describe en este ejemplo el dia 9 (48 horas después de la primera
dosis), el dia 11 (48 horas después de la segunda dosis) y el dia 15 (96 horas después de la tercera y Ultima dosis) se
recogi6é sangre en tubos que contenian EDTA por puncién cardiaca, y se recogié bazo y tejido tumoral por diseccion.
El bazo y el tejido tumoral se desagregaron a una suspension de células individuales mediante métodos mecanicos y
enzimaticos estandar. Los globulos rojos se lisaron una vez en tampén de lisis de glébulos rojos (eBioscience, no. de
cat. 00-4300-54) segun las instrucciones del fabricante.

Los glébulos rojos de la sangre no coagulada se lisaron dos veces en tampon de lisis de glébulos rojos (eBioscience,
no. de cat. 00-4300-54) segun las instrucciones del fabricante.

Todas las muestras se trataron entonces de la misma manera. Las células se lavaron después una vez con PBS y las
muestras se tifieron con colorante de viabilidad fijable (Invitrogen, no. de cat. 65-0865-14) a una dilucién 1:3.000 en
PBS siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se tifieron para citometria de flujo para detectar marcadores
de la superficie celular con un panel de tincién de anticuerpos (todos excepto los anticuerpos Ki67 y FoxP3) (Tabla 28
abajo) en presencia de bloqueo de Fc (eBioscience no. de cat. 14-0161-86 a 1:50) durante 30 minutos a 4 °C. Las
células se fijaron y permeabilizaron luego con el kit de tincién eBioscience Foxp3 (eBioscience no. de cat. 00-5523-
00) segun las instrucciones del fabricante. Las células se resuspendieron en 100 pl de tampdn de permeabilizacién
con anticuerpos Ki67 y Foxp3 en presencia de bloqueo de Fc (todos en diluciéon 1:100) y se incubaron 30 minutos en
la oscuridad a temperatura ambiente. Las células se lavaron después una vez con tampdn de permeabilizacion y se
resuspendieron en 200 ul de PBS + BSA al 0,5 %. Las células se analizaron después en un citometro de flujo BD
Fortessa. Los datos se analizaron con FlowJoX, Excel y GraphPad Prism. Los datos representados representan la
abundancia y proliferaciéon de células T observadas a lo largo del tiempo para subpoblaciones de células T CD4* y
CD8*. Los datos se presentan como el porcentaje de la poblacién parental segun la descripcién de la poblacién en el
ejeY.

Como se muestra en la Figura 14B, la relacién porcentual CD8+:CD4+ aumenta a favor de las células T CD8*, tanto
en el tumor como en la periferia en linea con una dosis aumentada de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén, indicando
que el tratamiento provoca un desplazamiento en el equilibrio de las dos subpoblaciones de células T que
probablemente seria como resultado del aumento de los nimeros de células T CD8*. Sobre el dia 15, el marcador de
proliferacion en las células T CD8* aumenta en linea con el nivel de dosis de tratamiento, observandose la proliferacion
mas alta en el nivel de dosis mas alto. Esto indicaria que las células T CD8* estan proliferando, lo que es un signo de
activacion y explicaria el aumento de los nimeros de células T CD8* que dan como resultado un aumento de la relacion
de células T CD8+:CD4+.

En general, este estudio ha mostrado que el aumento del nivel de dosis de anti-CD137/PD-L1 de ratén da como
resultado mas células T CD8* en el tumor. El papel principal de las células T CD8* (a menudo también denominadas
linfocitos citotoxicos) es la destruccion de células infectadas o malignas a través de 3 mecanismos principales: 1)
liberacion de citocinas, por ejemplo, TNFa e IFN-y, 2) produccién y liberaciéon de granulos citotdxicos y 3) expresion
de FaslL. La presencia de mas células T CD8* en el tumor después del tratamiento con anti-CD137/PD-L1 de ratéon
presumiblemente da como resultado una actividad citotéxica a través de estos mecanismos contra el tumor, dando
como resultado el control tumoral.

Tabla 28

D|ana ........... CIondeAntlcuerpoFIuoroforo ......... Empresa Nodecat .....................................
CD45 ............ 30F11AF700 .................. eBlosclence ............................................... 56045182 ................................
CDs3 145-2C11 PECy7 geBioscience 25-0031-82

%CD4+ RM4-5 BUV395 BD Biosciences | 740208
CD8+5367BUV737 .............. BDBlosclences .......................................... 5 64297 ........................................
FoxP3 ........... ij168PerCPCy55|nV|trOgen .................................................... . 5577382 .................................
CD44 IM7 BV650 BioLegend 103049

CD62L MEL-14 Bv421 BioLegend 104435

CD69 ............ H12F38v51OB|oLegend 104532 .........................................
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iDiana §CIon de Anticuerpo EFIuoréforo §Empresa No. de cat.

Kie7 16A8 647 BioLegend 652407

%PD-L1 §1OF.9G2 éBv785 éBioLegend | 124331
IgGMK1A6FITC ...................... BloRad .......................................................... Y
Vlab”ldadn/a780 ........................ anItrogen .................................................... 65-0865-14 ................................

n/a significa no aplicable
14.4 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton en un modelo de tumor de ratén singénico MC38

Los modelos de ratén singénicos se aceptan como sistemas murinos apropiados para ensayar el efecto antitumoral
de inhibir dianas terapéuticas y se han usado ampliamente para validar el desarrollo de agentes terapéuticos humanos.
El modelo de tumor singénico MC38 se uso6 en este experimento ya que se sabe que los tumores MC38 son altamente
inmunogénicos y responden a la monoterapia con anticuerpos anti-CD137 (Kocak et al, 2006) y expresan PD-L1
(Juneja et al, 2017).

Se dejaron reposar ratones hembra C57BL/6 (The Jackson Laboratory) de 9-10 semanas de edad y que pesaban de
18 a 24 g cada uno durante una semana antes del inicio del estudio. Se suministr6 a todos los animales microchips y
se les administro un identificador Unico. Cada cohorte tenia 12 ratones. La linea celular de carcinoma de colon MC38
(National Cancer Institute, EE. UU.) se expandi6 inicialmente, se almacené y después se cribé previamente para
detectar patdégenos y se mostrd que estaba libre de patégenos. Cada animal recibié 1 x 108 células inyectadas por via
subcutanea en el flanco derecho en 100 pl en medio de cultivo libre de suero (medio de Eagle modificado por
Dulbecco). 7 dias después de la inoculacion de las células tumorales, se retiraron del estudio los ratones que no tenian
tumores en este punto.

El mAb? FS22m-063-AA/S70 y los anticuerpos de control (G1-AA/Lob12.3 (control positivo de CD137), G1-AA/S70
(control positivo de PD-L1), G1-AA/4420 (control de isotipo)) se inyectaron intraperitonealmente en ratones a una
concentracion fija de 20 pg por dosis en DPBS + arginina 1 mM + Tween 80 0,05. Cada raton recibié la molécula de
mAb? o anticuerpo de control por inyeccion intraperitoneal (IP) de 200 ul los dias 7, 9y 11 después de las inoculaciones
tumorales. Se tomaron mediciones precisas de los tumores, se realizé cualquier dosificacion de farmaco debida el dia
en cuestion, y los ratones se pusieron bajo observacion estrecha durante el resto del estudio. Las mediciones del
volumen tumoral se tomaron con calibradores para determinar el eje mas largo y el eje mas corto del tumor. Se uso la
siguiente formula para calcular el volumen tumoral:

LX(8%/2
Donde L = eje mas largo; S = eje mas corto

Como se muestra en la Figura 15, el mAb? FS22m-063-AA/S70 mostré una inhibicién significativa del crecimiento
tumoral en comparacion con los ratones tratados con cualquiera de los anticuerpos de control. Se mostré significacion
estadistica por pares para las tasas de crecimiento durante todo el tiempo del estudio usando un analisis de modelo
mixto que comparaba todos los grupos. Como se muestra en la Tabla 29, inesperadamente, todos los ratones tratados
con mAb? FS22m-063-AA/S70 no tenian tumor al final del estudio, en comparacién con solo 4 de 12 ratones tratados
con una combinacién de anticuerpos anti-PD-L1 y anti-CD137 (G1-AA/S70 + G1-AA/Lob12.3) o los anticuerpos de
PD-L1 o CD137 solos. Los graficos en la Figura 21 muestran las mediciones del crecimiento tumoral en mm? para
cada animal a lo largo del tiempo.

Tabla 29

Grupo % de Ratones sin Tumor Numero de Ratones sin Tumor
G1AA/Lob123 ...................................................................... Y 2/12
G.1AA/4420 ............................................................................. R 0/12
G1 -AA/S70 16 % 2/12

G1 -AA/S70 + G1-AA/Lob12.3 33 % | 4/12

74



10

15

20

25

30

35

ES 3 006 183 T3

sl i e

{Grupo % de Ratones sin Tumor | Numero de Ratones sin Tumor

'FS22m-063-AA/S70 100 % 12/12

El estudio muestra que, en ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, en un segundo modelo de
tumor singénico, MC38, que muestra una respuesta subéptima a 1 mg/kg de mAb de PD-L1, sorprendentemente, 1
mg/kg de mAb? de CD137/PD-L1 induce regresion tumoral completa en el 100 % de los ratones tratados.

El analisis de supervivencia (Figura 22 y Tabla 30) muestra el resumen de la mediana de la supervivencia en dias
para cada grupo de tratamiento tratado con 3 dosis de G1-AA/4420 (control de isotipo), G1-AA/S70 (control positivo
anti-PD-L1), G1-AA/Lob12.3 (control positivo anti-CD137), la combinacion de G1-AA/S70 mas G1-AA/Lob12.3 y
FS22m-063-AA/S70 (el Fcab anti-CD137 de raton FS22m-063 en un formato de mAb?de PD-L1 modelo). La Tabla 30
también muestra analisis estadisticos por pares (rango logaritmico). FS22m-063-AA/S70 induce la supervivencia
completa en un modelo de tumor singénico MC38, con una supervivencia del 100 % de los animales al final del estudio
(marcados "no definida"), en comparacién con los ratones tratados con control de IgG.

Tabla 30: Mediana de supervivencia en el modelo tumoral MC38

?Compuesto Mediana de Supervivencia (Dias) Valores p de rango logaritmico
F822m063AA/S70 ................................ O
G1 -AA/ST0 + G1-AA/Lob12.3 33,5 0,0006
G1AA/Lob12325 .................... : 0001 ........... —
G1-AA/ST70 28 20,0001

|G1-AA/4420 20 20,0001

14.5 Actividad de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en un modelo de tumor de ratén singénico B16.F10

Se us6 el modelo de tumor singénico B16.F10 para ensayar la actividad antitumoral del mAb? anti-CD137/PD-L1 de
ratén (FS22m-063-AA/S70) in vivo. Este modelo se considera mas desafiante para tratar con anticuerpos terapéuticos
(Baird, J. R., et al, 2013). El anticuerpo G1-AA/4420 se us6 como control de isotipo en el estudio. No se ha mostrado
previamente que el modelo de tumor singénico B16.F10 sea sensible a anticuerpos agonistas de CD137. Sin embargo,
los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) aislados de tumores B16.F10 expresan CD137 (Curran. M., et al, 2013).

Se aclimataron ratones hembra C57BL/6 (Charles River) de 8-10 semanas de edad y que pesaban 20-25 g cada uno
durante una semana antes del inicio del estudio. Se suministré a todos los animales microchips y se les administré un
identificador Unico. Cada cohorte tenia 10 ratones. La linea celular de melanoma B16.F10 (ATCC no. de cat. CRL-
6475) se expandi6 inicialmente, se almacend y después se cribd previamente por IDEXXX Bioresearch para detectar
patogenos usando el protocolo IMPACT | y se mostré que estaba libre de patégenos. Se descongelaron células
B16.F10 del almacenamiento a -150 °C y se afiadieron a 20 ml de DMEM (Gibco, 61965-026) con FCS al 10 % (Gibco,
10270-106) en un matraz de cultivo tisular T175. Cada animal recibié 1x108 células inyectadas por via subcutanea en
el flanco izquierdo.

Se inyectaron 20 pg de cada anticuerpo en ratones (~1 mg/kg) en 200 ul de PBS. Cada ratén recibié los anticuerpos
mediante inyeccion intraperitoneal (IP) cada 2 dias durante 3 dosis empezando el dia 7 después de la inoculacion de
las células tumorales. Los volimenes tumorales se determinaron midiendo usando calibradores (como se describe en
el Ejemplo 14.1) y se realiz6 cualquier dosificacion de farmaco debida al dia en cuestién, y los ratones se sometieron
a observacién estrecha durante el resto del ensayo. Los volimenes tumorales se calcularon como se describe en el
Ejemplo 14.1.

El ensayo se detuvo cuando se alcanzaron los criterios de valoraciéon humanos en base al volumen y condicién del
tumor. El analisis estadistico de las tasas de crecimiento se llevo a cabo por pares durante todo el tiempo del estudio
usando el analisis de modelo mixto.
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Hubo una ralentizacion significativa de la tasa del crecimiento tumoral para el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en
comparacién con el anticuerpo de control de isotipo G1-AA/4420 (Figura 16). El FS22m-063-AA/S70 indujo una
inhibicion parcial del crecimiento tumoral en un modelo de tumor singénico B16.F10 en comparacién con los ratones
tratados con control de IgG. Los graficos en la Figura 23 muestran las mediciones del crecimiento tumoral en mm?
para cada animal a lo largo del tiempo.

El analisis de supervivencia (Tabla 31) muestra el resumen de la mediana de supervivencia en dias para cada grupo
y analisis estadisticos por pares (rango logaritmico) en el modelo de tumor singénico B16.F10 crecido por via
subcutanea en ratones C57BL/6 tratados con G1-AA/4420 (control de isotipo) y el mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén
FS22m-063-AA/S70. El FS22m-063-AA/S70 indujo un aumento de la supervivencia en un modelo de tumor singénico
B16.F10 en comparacién con ratones tratados con control de IgG.

Tabla 31: Mediana de supervivencia en el modelo de tumor singénico B16.F10

?Compuesto §Mediana de Supervivencia (Dias) EVanres p de rango logaritmico
F822m063AA/S70 ............... 235 ....................................................................................... n/a ....................................................................................
G.1AA/4420 .............................. 19n/a ...............................................................................

Este estudio mostré que, en ratones con un sistema inmunitario completamente funcional, en un modelo de tumor de
ratén singénico B16.F10, notoriamente dificil de tratar, el agonismo de CD137, presumiblemente como resultado de la
reticulacion a través de PD-L1, conduce a una reduccién en el crecimiento tumoral, presumiblemente a través de la
actividad citotoxica aumentada de las células T CD8* en el tumor.

14.6 Farmacologia hepatica de mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén en modelo que porta tumor de raton singénico CT26

El tratamiento con mAb anti-CD137 de pacientes con tumor sélido con urelumab en ensayos clinicos de investigacion
ha dado como resultado eventos inmunitarios graves relacionados con el tratamiento que se ha mostrado que estan
relacionados con la dosis de urelumab administrado. Los efectos de estos eventos inmunitarios se manifestaron en el
higado como hepatotoxicidad grave (Segal, N.H., et al, 2017).

El trabajo mecanistico preclinico realizado en ratones en donde los animales se dosificaron usando anticuerpos de
herramienta agonistas de CD137 ha mostrado una hepatotoxicidad similar. Estos estudios mostraron un requisito para
las células Ty CD137 en la hepatotoxicidad resultante (Niu, L., et a/ 2007 y Dubrot J, et al. 2010). Aunque se entiende
mal, también se ha mostrado que la interaccién entre los compartimentos mieloide y de células T es importante para
iniciar la cascada inflamatoria que conduce a dafio hepatico y hepatotoxicidad (Bartkowiak T et al., 2018). Por lo tanto,
estos modelos animales tienen relevancia traslacional para la clinica en la prediccion del riesgo de hepatotoxicidad en
pacientes humanos tras la administracion de otros agonistas de CD137 y especificamente un mAb2 de CD137/PD-L1.

Los ratones del estudio de tumor singénico CT26 descrito en el Ejemplo 14.1 no mostraron signos evidentes de
toxicidad después de la dosificacion repetida con mAb? FS22m-063-AA/S70 que tiene capacidad agonista de CD137
tras la reticulacién de PD-L1. Para determinar si en estos animales la activacién inmunitaria observada como resultado
del tratamiento con ~1 mg/kg de mAb? FS22m-063-AA/S70 (que se correlaciond con la actividad inmunitaria
antitumoral) se correlacionaba con la hepatotoxicidad, se tomaron muestras de higado en la necropsia para la
evaluacion histolégica. Los ratones tratados con mAb? FS22m-063-AA/S70 y los ratones de control se sometieron a
necropsia 4, 7 y 14 dias después de la ultima administracion (tres ratones por grupo por punto de tiempo) y las
muestras de higado fueron fijadas en formalina y embebidas en parafina. A continuacion, se cortaron secciones de
higado y se sometieron a evaluacién histopatologica mediante tincién con hematoxilina y eosina y puntuacion de
parametros de inflamacioén y dafio hepatico por un patélogo certificado. Los métodos para la preparacion de tejidos y
la tincion histopatolégica por hematoxilina y eosina estan muy estandarizados y son bien conocidos en la técnica.

Se us6 un sistema de puntuacion para evaluar la patologia hepatica en las secciones tefiidas con hematoxilina y
eosina. Se puntué la patologia del higado correspondiente a necrosis hepatocelular, inflamacion del tracto portal,
hepatocitos degenerativos y aumento de las mitosis. La frecuencia de ratones que muestran efectos minimos, ligeros,
moderados y marcados dentro de cada grupo se muestra en la Tabla 32.

Los animales tratados con mAb? FS22m-063-AA/S70 tienen una patologia hepatica minima. Especificamente:
e necrosis hepatocelular de minima a ligera con infiltrado de linfocitos mixtos en el parénquima
e células inflamatorias mixtas de minimas a ligeras en los tractos periportales

e hepatocitos degenerativos minimos
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e mitosis incrementadas de minimas a marcadas

Tabla 32: Hallazgos hepaticos

?Higado G1/4420 (control de isotipo) FS22m-063-AA/S70
D4 D7 ‘D14

Necr03|shepatocelular ....... degeneramoncon ...... celulas ......................................................................

iinflamatorias mixtas (parenquimatosas)

M|n|ma .............................................................................................................. 3 33 ..............

L|gera ................................................................................................................... O OO ..............

Celulas|nflamator|asm|xtas(+/SCN)entractosportaIes SRR RO N

M|n|mas .............................................................................................................. 100 ..............

?Ligeras l

Hepatocito degenerativo

?Ml’nimo 0 0 0 0 0 0
?Aumento de las mitosis

éMl’nimo 1 1 1 2 2 3
?Ligero 1 0 1 1 0 0
?Moderado 0 0 0 0 0 0

‘Marcado

No se considera que estos hallazgos representen hepatotoxicidad grave, como se observa con otros ejemplos de

anticuerpos agonistas anti-CD137.

Dada la relevancia de los estudios preclinicos en ratones para la evaluacion del riesgo de hepatotoxicidad grave en
pacientes humanos tratados con agentes agonistas de CD137, estos resultados indican que un mAb? que agoniza
CD137 mediante reticulacién mediada a través de la unién de PD-L1 tiene un bajo riesgo de inducir hepatotoxicidad

en pacientes humanos tratados a dosis terapéuticas.

14.7 Ocupacion de receptores tumorales y periféricos y efectos farmacodindmicos de mAb? anti-CD137/PD-L1 de

ratén en un modelo de tumor de raton singénico CT26

En el Ejemplo 14.3, el mAb? anti-CD137-PD-L1 de ratén FS22m-063-AA/S70 mostro la capacidad de aumentar las

células T CD8* en el tumor después de multiples dosis. Para

investigar el grado de unién de la diana en las células T,

el bloqueo de PD-L1 y el efecto que tiene FS22m-063-AA/S70 sobre la proliferaciéon de las células T, se realizé un
estudio farmacodinamico de dosis Unica en el mismo modelo de tumor singénico CT26 como se describe en el Ejemplo

14.1.

Se usé el anticuerpo G1-AA/4420 como control. El mAb? anti

-CD137/PD-L1 de ratdn y los anticuerpos de control para

los experimentos in vivo se produjeron como se describe en el Ejemplo 14.1.

Siguiendo el mismo protocolo que se ha descrito en el Ejemplo 14.1, se dejaron reposar ratones hembra Balb/c
(Charles River) de 8-10 semanas de edad y que pesaban 20-25 g cada uno durante una semana antes del inicio del

estudio. Se suministré a todos los animales microchips y
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comprendia 3 grupos de dosificacion, que recibieron anticuerpo de control 0 mAb? a una de dos dosis durante 8 puntos
de tiempo (2h, 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 192h). Cada cohorte de dosificacién tenia 64 ratones (8 ratones por punto
de tiempo). La linea celular de carcinoma de colon CT26 (S. Rosenberg, NIH) se expandi6 inicialmente, se almacend
y después se cribd previamente por IDEXX Bioresearch para detectar patdgenos usando el protocolo IMPACT |y se
mostrd que estaba libre de patdgenos. Cada animal recibié 1 x 10° células inyectadas por via subcutanea en el flanco
izquierdo en 100 pl de DMEM. 7 dias después de la inoculacién de las células tumorales, se retiraron del estudio los
ratones que no tenian tumores en este punto.

Cada ratén recibié la muestra de ensayo mediante una inyeccién intravenosa (IV) de 100 pl el dia 11 después de la
inoculacion del tumor. En los grupos que recibieron mAb?, se inyecté FS22m-063-AA/S70 por via intravenosa en
ratones a 20 ug o 200 pg por ratén (una concentracién final de ~1 mg/kg y ~10 mg/kg respectivamente) y en el grupo
que recibi anticuerpo de control se inyecté G1-AA/4420 (control de isotipo) por via intravenosa en ratones a 200 ug
por ratén (una concentracion final de ~10 mg/kg) en DPBS + arginina 1 mM + Tween 80 0,05.

Se evalué el acoplamiento de receptor tumoral y de sangre periférica y la respuesta farmacodinamica como resultado
de la dosificacion con el mAb? anti-CD137/PD-L1 de raton. Se ensayé tejido tumoral y sangre de ratones portadores
de tumor CT26 tratados con FS22m-063-AA/S70 (mAb? anti-mCD137/PD-L1) a cada una de las dosis, asi como el
anticuerpo de control negativo G1-AA/4420, para detectar células T positivas unidas a mAb? anti-CD137/PD-L1 de
ratén, proliferacion de células T y PD-L1 libre no unido por mAb? anti-CD137/PD-L1 de ratén. También se evalué la
expresion total de CD137.

Se recogid sangre (100 pl) en capilares recubiertos con EDTA mediante sangrado de la vena de la cola y se lisaron
dos veces en tamp6én de lisis de glébulos rojos (eBioscience no. de cat. 00-4300-54) segln las instrucciones del
fabricante.

Se recogi6 tejido tumoral mediante diseccion y se desagregd a una suspension de células individuales mediante
métodos mecanicos y enzimaticos convencionales. Cualquier glébulo rojo que quedaba en el tejido tumoral
desagregado se lis6 una vez en tampén de lisis de glébulos rojos (eBioscience, no. de cat. 00-4300-54) segun las
instrucciones del fabricante.

Las células se lavaron una vez con PBS y las muestras se tifieron con colorante de viabilidad fijable (Invitrogen, no.
de cat. 65-0865-14) a una dilucién 1:3.000 en PBS siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se tifieron
para detectar marcadores de la superficie celular para citometria de flujo con un panel de tincién de anticuerpos (todos
excepto los anticuerpos Ki67 y FoxP3) (Tabla 33 abajo) en presencia de bloqueo de Fc (eBioscience no. de cat. 14-
0161-86 a 1:50) durante 30 minutos a 4 °C. Las células se fijaron y permeabilizaron luego con el kit de tincién de Foxp3
de eBioscience (eBioscience no. de cat. 00-5523-00) segun las instrucciones del fabricante. Las células se
resuspendieron en 100 pl de tampén de permeabilizacién con anticuerpos Ki67 y Foxp3 en presencia de bloqueo de
Fc y se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las células se lavaron después una
vez con tampén de permeabilizacion y se resuspendieron en 200 pl de PBS + BSA al 0,5 %. Las células se analizaron
después en un citémetro de flujo BD Fortessa. Los datos se analizaron con FlowJoX, Excel y GraphPad Prism.

La Figura 24 muestra el porcentaje de células T CD4+ y CD8* aisladas de sangre o tumores que eran positivos para
el anticuerpo anti-lgG unido al mAb? mCD137/PD-L1 en la muestra. Como se muestra en la Figura 24, las células T
fueron positivas para mAb? anti-mCD137/PD-L1 unido tan pronto como 2 horas después de la administracién
intravenosa. Hubo una correlacion dependiente de la dosis en la longevidad de la unién, con el mAb? anti-mCD137/PD-
L1 no detectado mas alla de 96 h en células T aisladas de sangre y tumor después de la administracién de una dosis
de 1 mg/kg, mientras que el mAb? anti-mCD137/PD-L1 se detectd todavia entre 120 h y 192 h después de la
administracién de una dosis de 10 mg/kg. Como se esperaba, se observd una tincion de fondo minima para el
anticuerpo de control. Las poblaciones de células T aisladas de tumor que eran positivas para mAb? anti-mCD137/PD-
L1 Fueron mayores al principio en comparacién con las células T aisladas de la sangre. Esto podria indicar que los
niveles de expresion de la diana, CD137 o PD-L1, eran mayores en las células T aisladas del tumor, de modo que €l
anti-mCD137/PD-L1 se dirigid6 mas eficazmente al tumor en comparacién con las células T en la sangre.

La Figura 25 muestra la deteccion de Ki67 como marcador para la proliferacion de las células T en células T CD4+ y
CD8+ aisladas de sangre y tumores. Como se indica en la Figura 25, cuando se compara con el anticuerpo de control,
el mAb? anti-mCD137/PD-L1 dio como resultado aumentos en la frecuencia de células T de sangre periférica positivas
para Ki67 lo que indica una respuesta farmacodinamica (PD), es decir, que ambas dianas estan o han estado en algin
punto acopladas dando como resultado la activacion de las células T tal como se observa mediante una respuesta
proliferativa, a ambos niveles de dosis ensayados. Dado que las células T infiltrantes de tumores se exponen a un
entorno inflamatorio, las poblaciones de células T aisladas de los tumores exhibieron una frecuencia méas alta de
células T proliferativas positivas para Ki67. Por el contrario, la frecuencia en la linea base de las células T positivas
para Ki67 fue mucho menor en la sangre. Ambas células T CD4+ y CD8* parecian responder al tratamiento con anti-
mCD137/PD-L1, lo que indica que CD137 en ambos tipos de células se acoplé por el mAb? y se agrupan entre si
mediante la uniéon de PD-L1 que conduce a la sefializacién de CD137 y la activacién de las células T que da como
resultado un aumento de la proliferacion. El efecto parecia mas fuerte para células T CD8* lo que esta en linea con
que las células T CD8* expresan niveles mas altos de CD137 que las células T CD4+*. Los datos sugieren que se logra
el efecto maximo a 1 mg/kg, aunque la duracion de la respuesta parece mayor a 10 mg/kg, lo que podria estar
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relacionado con una ocupacion del receptor mas prolongada y, por lo tanto, un mayor acoplamiento de la diana en el
nivel de dosis mas alto. Cuanto mas prolongada sea la ocupacion del receptor, mayor sera la respuesta de PD. En el
tumor, las células T ya son muy proliferativas, y se observé un aumento correlacionado con la dosis en la magnitud de
la proliferacion tanto en células T CD4* como CD8* a lo largo del tiempo.

Se afiadi6 a las muestras de los ratones tratados con anticuerpo de control G1-AA/4420 mAb? anti-mCD137/PD-L1
100 nM y actué como control para el acoplamiento del receptor PD-L1 al 100 %. Esto se mostré por la falta de unién
de un anticuerpo anti-mPD-L1 competidor (clon 10F.9G2, véase la Tabla 33). Las muestras de tumores y sangre de
ratones tratados con anti-mCD137/PD-L1 mostraron bloqueo de PD-L1 casi completo a la dosis de 10 mg/kg durante
la duracién completa del estudio, como se muestra en la Figura 26 representado por el 100 % de ocupacion del
receptor PD-L1. En muestras de ratones tratados con 1 mg/kg de anti-mCD137/PD-L1, el acoplamiento del receptor
PD-L1 disminuyé después de aproximadamente 72 h en las células T presentes en sangre y tumores, con el
acoplamiento del receptor PD-L1 en las células T presentes en sangre disminuyendo mucho mas rapido que en las
células T presentes en los tumores. Estos datos indican un bloqueo especifico de tumor de PD-L1 que tiene tanto la
ventaja de inhibir el eje PD-1/PD-L1 como de retener el mAb? anti-mCD137/PD-L1 en el tumor durante méas tiempo
que en la sangre, lo que se espera que permita que el efecto completo del farmaco persista en el tumor, mientras que
al mismo tiempo limita los efectos fuera de la diana en la periferia.

En general, este estudio mostré que el aumento de la dosis de anti-CD137/PD-L1 de ratén dio como resultado la
activacion y proliferacién de células T CD8* y CD4+ en el tumor segin se mide por el nimero de células a las que se
unié el mAb?, acoplamiento del receptor PD-L1 por el mAb? y expresion aumentada de Ki67 como marcador de
proliferacion. Las células CD8* y CD4+ activadas y proliferativas también se observaron en la sangre periférica,
actuando como un marcador adicional de la actividad inducida por anti-CD137/PD-L1 de ratén. Esta activacion de las
células T dependiente de la dosis apoya la inhibicién del crecimiento tumoral observada previamente en el Ejemplo
14 tras la administracién de anti-CD137/PD-L1 de ratén.

El papel principal de las células T CD8* (a menudo también denominadas linfocitos citotoxicos) es la destruccion de
células infectadas o malignas a través de 3 mecanismos principales: 1) liberacién de citocinas (por ejemplo, TNFa e
IFN-y), 2) produccién y liberacién de granulos citotéxicos y 3) expresidn de ligando Fas. Se espera que la presencia
de mas células T CD8* en el tumor después del tratamiento con anti-CD137/PD-L1 de ratén den como resultado
actividad citotoxica a través de estos mecanismos contra el tumor, dando como resultado control tumoral. Mientras
que las células T CD8* son las células T citotéxicas principales responsables de la muerte de células tumorales, las
células T CD4+ desempefian un papel fundamental en la inmunidad adaptativa reconociendo los péptidos presentados
por las moléculas del MHC de clase |l, activandose y produciendo IFN-y y TNFa que median ambos la proteccién de
tumores (Zanetti, 2015, JI, 2015).

Tabla 33

Diana §CIon de Anticuerpo | Fluordéforo Empresa No. de cat.
CD45 §30-F1 1 AF700 eBioscience 56-0451-82
?CDS §145-ZC11 BUV737 BD Biosciences 564618
?CD4 gRM4-5 Bv786 BD Biosciences 563727
?CD8 §53-6.7 BUV395 BD Biosciences 563786
FoxP3 Fik-16S PerCP-Cy5.5 |Invitrogen 45-5773-82
CD4+4 .......... |M7 ........................................... BV650 ..................... B |oLegend 103049 ...........
CD62L .......... MEL14 .................................. Bv421 ..................... BloLegend 104435 ............
?CD1 37 17B5 PE BioLegend 106105

Ki67 16A8 PE-Cy7 BioLegend 652426
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'PD-L1  {10F.9G2 Bv605 BioLegend 124321
P —— o T YT

?Viabilidad n/a e780 Invitrogen 65-0865-14

n/a significa no aplicable

Ejemplo 15: Farmacocinética de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano en ratéon

Con el fin de determinar la farmacocinética del mAb 2anti-CD137/PD-L1 en ratones, se administraron a ratones hembra
C57BL/6 (véase el Ejemplo 14.4) pero sin tumores MC38, es decir, ratones sin tumor, 100 pl de mAb? anti-CD137/PD-
L1 a 4 dosis (25 mg/kg, 10 mg/kg, 3 mg/kg y 1 mg/kg) y se monitorizaron durante 384 horas.

Se realizé un micromuestreo de aproximadamente 20 pl de sangre completa a las 2, 6, 24, 48, 96 y 384 horas, y se
procesé para aislar aproximadamente 5 pl de suero. La cantidad de mAb? anti-CD137/PD-L1 presente en cada punto
temporal se determiné usando el sistema Gyrolab xPlore de Gyros Protein Technologies. Se realizé un ensayo tipo
sandwich usando un Gyrolab Bioaffy 1000 CD (NUmero de Producto P0O004253) con anticuerpo adsorbido de mono
de cabra anti-lgG humana (cadena pesada y ligera) biotinilado (Cambridge Bioscience nimero de producto A80-319B)
como anticuerpo de captura e IgG anti-Humana de cabra-AlexaFluor® 647 (Cambridge Bioscience niimero de producto
2040-31) como anticuerpo de deteccion. Se usé una curva patrén generada en el intervalo de 8.000-0,07 ng/ml para
determinar la concentracion de la muestra, con muestras que se sometieron a dilucién en tampén Rexxip AN segun
se requeria (Gyros numero de producto P0004994). Se usaron otros tampones segun las recomendaciones del
fabricante. Se represent6 la concentracion promedio de muestra de ratones individuales por punto de tiempo (tres
ratones por punto de tiempo) (Figura 27).

La Figura 27 muestra la farmacocinética del mAb? anti-CD137/PD-L1, demostrando que el mAb? tiene un aclaramiento
terminal comparable a una IgG humana estandar en ratones (Bergman et al, 1998).

Ejemplo 16: Respuesta farmacocinética/farmacodinamica a y tolerabilidad de mAb? anti-CD137/PD-L1 humano
en monos cynomolgus

Se realiz6 un estudio preliminar de blsqueda del intervalo de dosis para evaluar la respuesta
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) a y la tolerabilidad de mAb? anti-CD137/PD-L2 humano en monos
cynomolgus. Brevemente, el mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 se administré a monos cynomolgus mediante infusién
intravenosa (IV) como una dosis Unica o0 como dosis repetidas. Se evaluaron parametros toxicolégicos estandar tales
como peso corporal, consumo de alimentos, observaciones clinicas, hematologia y quimica sanguinea para evaluar
la tolerabilidad durante la duracién del estudio.

El mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 tuvo una semivida terminal de aproximadamente 6 dias y generalmente se toleré
bien hasta 30 mg/kg dosificado semanalmente seglin se determiné por los resultados de quimica clinica y de
histopatologia). Se observaron niveles de sPD-L1 en suero aumentados (una indicacién de acoplamiento directo a la
diana y activacion celular) en todos los animales el dia 1, con el pico alcanzado a las 168 horas después del final de
la infusion, después de lo cual los niveles disminuyeron en linea con la disminucién en los niveles sistémicos del mAb?
FS22-172-003-AA/E12v2.

De manera consistente con los hallazgos del estudio para evaluar la respuesta de PD del mAb? anti-CD137/PD-L1 de
ratén en un modelo de tumor singénico de ratén (Ejemplo 15), también se observé un aumento relacionado con el
farmaco en la proliferacion y activacion celular en células T de memoria central y memoria efectora CD4+ y CD8*, que
se midieron mediante una expresion aumentada de Ki67. Se observaron cinéticas similares para las células NK y un
aumento moderado pero transitorio en el porcentaje relativo y recuentos absolutos de células T reguladoras CD4+
(CD4* FoxP3+).

Tomados en conjunto, estos resultados indican fuertemente que el mAb? anti-FS22-172-003-AA/E12v2 humano tiene
una actividad farmacologica potente in vivo en el mono cynomolgus y se tolera bien hasta 30 mg/kg. Ademas, los
datos de PK/PD generados estan en linea con los datos de la molécula sustituta (FS22m-063-AA/S70), reforzando la
base racional para el uso del mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 en el entorno clinico.
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Listado de secuencias

Secuencias de aminoécidos de CDR del mAb E12v2 (Kabat)

CDR1 de VH - SYGIS (SEQ ID NO: 1)

CDR2 de VH - WISAYSGGTNYAQKLQG (SEQ ID NO: 2)
CDR3 de VH - DLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 3)
CDR1 de VL - RASQSIGNRLA (SEQ ID NO: 4)

CDR2 de VL - EASTSET (SEQ ID NO: 5)

CDR3 de VL - QQSYSTPYT (SEQ ID NO: 6)

Secuencias de aminoacidos de CDR de E12v2 (IMGT)

CDR1 de VH - GYPFTSYG (SEQ ID NO: 7)

CDR2 de VH - ISAYSGGT (SEQ ID NO: 8)

CDR3 de VH - ARDLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 9)

CDR1 de VL - QSIGNR (SEQ ID NO: 10)

CDR2 de VL - EAS (SEQ ID NO: 11)

CDR3 de VL - QQSYSTPYT (SEQ ID NO: 6)

Secuencia de aminoacidos del dominio VH del mAb E12v2 (SEQ ID NO: 12)

CDR de IMGT (cursiva en negrita); CDR de Kabat (cursiva y subrayada).

EVQLVQSGAEVKRPGABVKVECKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGI FWMGIMSAYSGETNYARKLY
GRVYTMTTOTSTSTAYMELRSLRSDOTAVYYCARDLEPTIFGYSYYYYWGQGTLVTVSS

Secuencia de acido nucleico del dominio VH del mAb E12v2 (SEQ ID NO: 13)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACCCCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC
TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA
GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC

Secuencia de aminoacidos del dominio VL del mAb E12v2 (SEQ ID NO: 14)

CDR de IMGT (cursiva en negrita); CDR de Kabat (cursiva y subrayada).

DIQMTQSPETLSASVRDRVIITCRASQSIGNRL AWYQHKPGKAPKLLIYEASTSETGVPERFEGEGSG
TOFTLTISSLQOPEDFATYYCQQSYSTRPYTFGQGTKLEIK

Secuencia de acido nucleico del dominio VL del mAb E12v2 (SEQ ID NO: 15)

GACATCCAGATGACGCAGAGCCCGTCTACCCTGTCCGCCTCCGTGAGAGATCGCGTGATCATCA
CCTGTCGGGCCAGCCAGTCCATCGGAAACCGCTTGGCGTGGTACCAGCACAAGCCTGGGAAGS
CTCCGAAGCTGCTCATCTACGAAGCCTCGACTTCGGAGACTGGTGTCCCTAGCCGGTTCAGCGE
ATCGGGATCAGGGACCGATTTCACTCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCCGAGGACTTCGCCACC
TACTACTGCCAACAGTCATATTCCACCCCGTACACCTTCGGACAAGGCACCAAGCTCGAAATCAA
G

Secuencia de aminoacidos de |la cadena pesada del mAb G1-AA/E12v2 (con LALA) (SEQ ID NO: 16)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada); mutacion LALA (negrita
y subrayada)
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EVQLVQSGAEVERFGASVRVSCKASGYPFTSYGISWVYRQARGQGLEWMOYSA YSGETNYARQKLE
GRYTMTTOTSTSTAYMELRSLRSDETAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWOQGTLYTVSSASTKGRPEWF
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSL

GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVYFLFPPKPKDTLMISRTPEVT

CVWVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVYSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de |la cadena ligera del mAb G1-AA/E12v2 (SEQ ID NO: 17)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

DIQMTQEPETLIASVRORVITCRASQRIGNRIAWYQHKPGRAPKLUYEAB TEE TGVPORFSGEEEG
TR T TS LOPEDFATYYCQREYETPYTFGRGTRLEIKRTVAAPSVHIFPPSDEQLKSGTASVYCLLN
NFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESYTEQDSKDS TYSLE STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PYTHEFNRGEG

Secuencias de aminoacidos de CDR del mAb E05v2 (Kabat)

CDR1 de VH - SYGIS (SEQ ID NO: 1)

CDR2 de VH - WISAYSGGTNYAQKLQG (SEQ ID NO: 2)
CDR3 de VH - DLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 3)
CDR1 de VL - RASQSISGRLA (SEQ ID NO: 18)

CDR2 de VL - EASNLES (SEQ ID NO: 19)

CDR3 de VL - QQSYSTPRVT (SEQ ID NO: 20)
Secuencias de aminoacidos de CDR de E05v2 (IMGT)

CDR1 de VH - GYTFTSYG (SEQ ID NO: 21)

CDR2 de VH - ISAYSGGT (SEQ ID NO: 8)

CDR3 de VH - ARDLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 9)

CDR1 de VL - QSISGR (SEQ ID NO: 22)

CDR2 de VL - EAS (SEQ ID NO: 11)

CDR3 de VL - QQSYSTPRVT (SEQ ID NO: 20)

Secuencia de aminoacidos del dominio VH del mAb E05v2 (SEQ ID NO: 23)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

EVQLYQSGAEVRRPGASVYKVECKASGYTFISYGISWVRGAPGQGI EWMGIWISAYSGETNYAQRLG
GRYTMTTOTSTSTAYMELRSLRSDOTAVYYCARDLFETIFGVEYYYYWGRETLVTVES

Secuencia de acido nucleico del dominio VH del mAb E05v2 (SEQ ID NO: 24)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCCAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCLCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACACCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC
TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA
GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC

Secuencia de aminoacidos del dominio VL del mAb E05v2 (SEQ ID NO: 25)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)
DIQMTQSPSTLRASVGDRVTITCRARQSISGRE AWYOQQKPGHAPNLLIYEASNLESGVPARFRGESGS

82



5

10

15

20

25

ES 3 006 183 T3

Secuencia de acido nucleico del dominio VL del mAb E05v2 (SEQ ID NO: 26)

GAGATH
STTRTOGR

TR AACETUO TTA T TANSAS
SATCAGRGTOUGGTACCEAGTTCARGE TRARCATTTCOTRGETORS

TACTACTGUCARAGTOCTATTOAA LT GREUGTEARCTTOG RO IR

TEAAA

B Py o

Secuencia de aminoacidos de |la cadena pesada del mAb G1-AA/E05v2 (con LALA) (SEQ ID NO: 27)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada); mutacion LALA (negrita

y subrayada)

EVRLVGSGAEVEKRPGASVRYSCKASBYTFTSYGISWWR GAPGRUGLEWMGWIBAYSGGTNYAQILQ
GRYTMTTOTITSTAYMELRBLREDOTAVYYCARDLFPTIFGYS Y YYYWCQGTLVYTVESASTKGREVF
PLAPSSKSTEGGTARLGULVKDYFREPVTVSWNEGAL TSGVHTFFAVIQESGLYSLSSVWTVPSSESL
GTOTYVICNYNHEPSNTRVOKKVEPK SCOKTHTC PRUPAPERAGGPIVFLFPPKPKD TLMISRTREVT
CYYVRVSHEDREVKFNW YVRGVEVHNAK TKPREFQYRSTYRVVEVL TVEHQDWAINGKE YKTKVEN
KALPARIER TISKAKGRPREPOVYTLPPSRDEL THNQVSLTCLVK G YPRDIAVEWE SNGOPENNYKT
TPPYLDSDGSFRLYSKLTVDHSRWOQGNVFSCEVMHEALHNHYTQKSLSLEPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del mAb G1-AA/EQ5v2 y mAb2 FS22-172-003-AA/EQ5v2 y FS22-053-

008-AA/EQ5v2 (SEQ ID NO: 28)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)
DIOMTQEPETLSASVYGORVTITCRBAS OSISGRLAWYLROKPORKARNLLIYEASNL ESGVFSRFSG OGS
GIEFTLTISSLIPEDFATY YCOREYETPRVIFCQU TKVEIRRTVAAPRSVYFIFPPEEQLKSGTASYWCL
LRNFY PREAKVOQWKYDNALQSONSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGL
SERYTKEFNRGEC

Secuencias de aminodcidos de CDR del mAb G12v2 (Kabat)

CDR1 de VH - SYGIS (SEQ ID NO: 1)

CDR2 de VH - WISAYSGGTNYAQKLQG (SEQ ID NO: 2)
CDR3 de VH - DLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 3)
CDR1 de VL - RASQSISGRLA (SEQ ID NO: 18)

CDR2 de VL - EASNLES (SEQ ID NO: 19)

CDR3 de VL - QQSYSWPRT (SEQ ID NO: 29)
Secuencias de aminoacidos de CDR de G12v2 (IMGT)

CDR1 de VH - GYTFTSYG (SEQ ID NO: 21)

CDR2 de VH - ISAYSGGT (SEQ ID NO: 8)

CDR3 de VH - ARDLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 9)

CDR1 de VL - QSISGR (SEQ ID NO: 22)

CDR2 de VL - EAS (SEQ ID NO: 11)

CDR3 de VL - QQSYSWPRT (SEQ ID NO: 29)

Secuencia de aminodcidos del dominio VH del mAb G12v2 (SEQ ID NO: 23)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

EVQLVQEGAEVKRFPGASVEVSCKASGYTFTS YGISWVRQARGQGLEWMGWISAYSCGATHYAQKLY
GRYTMTTOTSTSTAYMELRSLRIDDTAVYYCARDLERTIFGVSYYYYWGREGTLVTYSS
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Secuencia de acido nucleico del dominio VH del mAb G12v2 (SEQ ID NO: 24)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACACCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC

TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA

GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGC
Secuencia de aminoacidos del dominio VL del mAb G12v2 (SEQ ID NO: 30)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

DIQMTQSPETLEASVGDRVTITCRASQSISGRLAWYQOQKPGKAPNLLIVEASNLESGVPERFEGSGS
GTEFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSWPRTFGQGTRVEIR

Secuencia de acido nucleico del dominio VL del mAb G12v2 (SEQ ID NO: 31)

GACATTCAGATGACCCAGTCCCCGAGCACGCTGTCCGCAAGLGTGGGGGACAGAGTGACCATC
ACTTGCCGCGCCTCACAATCCATCAGCGCGACGCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGAAAG
GCCCCAAACCTTCTGATCTACGAAGCCTCGAACCTGGAGTCAGGCGTCCCTTCGCGGTTCTCTG
GCTCCGGTTCCGGAACTGAGTTCACCCTCACCATCTCGTCCCTGCAACCGGAAGATTTCGCCAC
CTACTACTGCCAACAGTCGTACTCCTGGCCCCGGACATTCGGACAGGGAACCAAAGTCGAGATT
AAG

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb G1-AA/G12v2 (con LALA) (SEQ ID NO: 27)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada); mutacion LALA (negrita

y subrayada)

EVQLVYQSGAEVRRPEASVKVSCKARGYTFTSYGISWVRQAPGRGLEWMGHISAYSGETNYAQRLE
ERVTMTTRTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY Y CARDLEPTIFGVE Y YYYWGE QB TLVTVESASTKG PSR
PLAPIBKSTIEGTAALGCLVERYFPERPVTVEVWNNSGALTSGYHTRRFAVLQGSGLYSLBBVVTVRPEESL
GTQTYICNVNHKFSNTRVDKKVERPKSCOKTHTO PRCPAPEAAGGPEVFLFPPKPKOTLMISRTREVT
CWWVIIVEHEDPEVRFNAYVRGVEVHNAKTRPREEQYNETYRVVEVL TVLHQDWLNGKEYRKCKVSH
KALRARIE K TISKAKGBOPREPQVY TLPPSRODEL TENQVSLTCLVKGFYPEDAVEWESNEORENNYKT
TPPVLESDGSFFLYSKLTVDKERWCQGNVFSCEVIMHEALMNHY TQKELABLEPG

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del mAb G1-AA/G12v2 y mAb2 FS22-172-003-AA/G12v2 y FS22-053-

008-AA/G12v2 (SEQ ID NO: 33)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)
QM TASPSTLIASVEDRVTITCRAZQSISGRL AW YQUKPOKAPNLLIYEASNLESGVPERFEGESGSE
GTEFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSWERTFGRGTRVERRTVAAPSVRIFPPEDECGLESETABVVTL
LMNNFY PREAKYOQWKVDNALGSGNSQESVTEQRSKDETYSLESTLTLRKADRYERHKVYYACEVTHQGL
SEPVTKRSFMNRGEC

Secuencias de aminoécidos de CDR del mAb lambdav3/lam-G02v3 (Kabat)

CDR1 de VH - SYGIS (SEQ ID NO: 1)

CDR2 de VH - WISAYSGGTNYAQKLQG (SEQ ID NO: 2)

CDR3 de VH - DLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 3)

CDR1 de VL - TGTSSDVGGYNYVS (SEQ ID NO: 34)

CDR2 de VL - EVTNRPS (SEQ ID NO: 35)

CDR3 de VL - SSFKRGSTLVV (SEQ ID NO: 36)

Secuencias de aminoacidos de CDR de lambdav3/lam-G02v3 (IMGT)

CDR1 de VH - GYTFTSYG (SEQ ID NO: 21)
CDR2 de VH - ISAYSGGT (SEQ ID NO: 8)
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CDR3 de VH - ARDLFPTIFGVSYYYY (SEQ ID NO: 9)
CDR1 de VL - SSDVGGYNY (SEQ ID NO: 37)
CDR2 de VL - EVT (SEQ ID NO: 38)
CDR3 de VL - SSFKRGSTLVV (SEQ ID NO: 36)
5 Secuencia de aminoacidos del dominio VH del mAb lambdav3/lam-G02v3 (SEQ ID NO: 23)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

EVOLVOSGAEVKRPGASVRVSCRASGYTFTRYGISWVRUAPGOGLEWMGIWISAYSGRTRYAQKLQ
GRYTMTTDISTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDLFPTIFGVSYYYYWORGTLVTVES

Secuencia de acido nucleico del dominio VH del mAb lambdav3/lam-G02v3 (SEQ ID NO: 24)

GTOCNSY

CETIRG ::3\-&3 s

SR

QEEE

M\“ b EE\A{?& G

STATOTTCRGS

X XN o 8

\\3(&\ LR\;&&\AM\M\
CASTGOCGTETARTADT

s N

R AT Cz‘\k{la\“l{?&:&*\

10 Secuencia de aminoacidos del dominio VL del mAb lambdav3/lam-G02v3 (SEQ ID NO: 41)

CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)

QAL TQPASYSGRPGOAITISCTG ISSDVEGYNYVSWYQOFPGKARPKIMIFEVTNRPSGVRDRFSGS
KSONTASLTISGLQAEDEAEYYUSSFKRGSTLVVFROGTRLTVL

Secuencia de acido nucleico del dominio VL del mAb lambdav3/lam-G02v3 (SEQ ID NO: 42)

M
\)‘\"\:{v QGTT

It .S“‘Qa\&‘

15 Secuencia de aminoacidos de |a cadena pesada del mAb G1-AA/lambdav3/lam-G02v3 (con LALA) (SEQ ID NO: 27)

Dominio VH (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada); mutacion LALA (negrita
y subrayada)

EVOLVOSGAEVKRPGASVRYSCKASEYTFTS YGISWVRQAPGRGLEWMGWISAYSCE TN YAQRLE
GRVTMTTRISTSTAYMELRSIRSORTAVYYCARDLEPTIFGVSYYYYWE QG TLVTIVESASTRGPEVF
PLAPSSKETSOGTAALGCLYKDYFPEPYTYSWNEGALTSGVHTFPAVLASSGLYSLSSVVTYPSSEL
GTATYICNYNHKPSNTRKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGRFPEVFLFPPKPKDTLMISRTREVT
CYVVVDIVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAR THPREEQY NS TYRVVSVLTVLHODWLNGREYRCRKVEN
KALPAPIER TISKAKGRPREPQVY TLPPERDEL THNOQVSLTCLVKGF Y P SDIAVEWESNGQPERNNYKT
TRAVLDSDGEEFFLYSKUTVIKSEWQQGNVFSCEVIMBEALHNHYTQKSLSLARS

Secuencia de aminoacidos de |la cadena ligera del mAb G1-AA/lambdav3/lam-G02v3 (SEQ ID NO: 44)

20 Dominio VL (cursiva); CDR de IMGT (negrita y cursiva); CDR de Kabat (cursiva y subrayada)
QEALTORASVAGSPGRIITISCTE TSSDVG G YN YV SWYQQFPGKARPKLMIFEVINRPEGVSDRFSGS

KSONTASLTISGLOAEDEAE YYUSSEKRGS TLVVFGEG TKL TVLGQPAAAPSY TLFPPSSEELGANKA
TLVCLISDEY PGAVTVAWKAD SSPVKAGVYET TTPSKOSNNKY AASSYLSLTREQWKSHREYSCQVTH
EGSTVEKTVARTECS
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Definicién alternativa de HCDR1 (IMGT) (SEQ ID NO: 45)

GYX4FTSYG
donde XiesPoT
Definicion alternativa de LCDR1 (Kabat) (SEQ ID NO: 46)

RASQSIX2X3RLA
donde X2es S0 G, XsesNo G
Definicién alternativa de LCDR2 (Kabat) (SEQ ID NO: 47)

EASX4XsEXs
Donde Xaes ToN; XsesSolL; XsesToS
Definicion alternativa de LCDR3 (Kabat) (SEQ ID NO: 48)

QQSYSX7PXsXeT
Donde X7 es T o W; Xg estd ausente o R; Xoes Y, Ro V

Definicion alternativa de LCDR1 (IMGT) (SEQ ID NO: 49)

QSIX10X11R
Donde Xioes Go S; Xi1esNo G
Definicién alternativa de LCDR3 (IMGT) (SEQ ID NO: 50)

QQSYSXi2X13X14X15T
Donde Xiz2 estaausenteo T; Xizes T, WoP; XisesPoR; XisesYoR

Secuencias de aminoacidos de HFW de 1gG1 (Kabat)

HFW1 - EVOLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYX1sFT (SEQ ID NO: 51)
Donde XisesPo T

HFW2 - WWRQAPGQGLEWMG (SEQ ID NO: 52)

HFW3 - RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 53)
HFW4 - WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 54)

Secuencias de aminoacidos de HFW de IgG1 (IMGT)

HFW1 - EVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO: 55)

HFW2 - ISWVRQAPGQGLEWMGW (SEQ ID NO: 56)

HFW3 - NYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYC (SEQ ID NO: 57)
HFW4 - WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 54)

Secuencias de aminoacidos de LFW de la cadena ligera kappa (Kabat)

LFW1 - DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITC (SEQ ID NO: 58)

LFW2 - WYQHKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 59)

LFW3 - GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 60)
LFW4 - FGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 61)

Secuencias de aminodcidos de LFW de la cadena ligera kappa (IMGT)

LFW1 - DIQMTQSPSTLSASVRDRVIITCRAS (SEQ ID NO: 62)

LFW2 - LAWYQHKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 63)
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LFW3 - TSETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 64)
LFW4 - FGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 61)

Secuencias de aminodcidos de L FW de |la cadena ligera lambda (Kabat)

LFW1 - QSALTQPASVSGSPGQSITISC (SEQ ID NO: 65)

LFW2 - WYQQFPGKAPKLMIF (SEQ ID NO: 66)

LFW3 - GVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYC (SEQ ID NO: 67)
LFW4 - FGGGTKLTVL (SEQ ID NO: 68)

Secuencias de aminoacidos de LFW de la cadena ligera lambda (IMGT)

LFW1 - QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGT (SEQ ID NO: 69)

LFW2 - VSWYQQFPGKAPKLMIF (SEQ ID NO: 70)

LFW3 - NRPSGVSDRFSGSKSDNTASLTISGLQAEDEAEYYC (SEQ ID NO: 71)
LFW4 - FGGGTKLTVL (SEQ ID NO: 68)

Secuencias de aminoacidos de bucles estructurales del dominio CH3 WT

Bucle AB WT - RDELTKNQ (SEQ ID NO: 72)

Bucle CD WT - SNGQPENNY (SEQ ID NO: 73)

Bucle EF WT - DKSRWQQGNYV (SEQ ID NO: 74)

Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 WT (SEQ ID NO: 75)

Los bucles AB, CD y EF estan subrayados

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTYDKSRWQQAGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 (SEQ ID NO: 76)

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAK

Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 con mutacién LALA (SEQ ID NQO: 77)

Mutacién LALA subrayada

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEYTCVVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

Secuencia de aminoacidos del dominio CH2 con mutacién LALA y mutacién P114A (SEQ ID NO: 176)

Mutacién LALA subrayada; mutacién P114A en negrita y subrayada

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKAK

Secuencia de aminoacidos del resto PPY (SEQ ID NO: 78)

PPY

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 de FS22-053-008

Primera secuencia de FS22-053-008 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-008 - DYWRWLE (SEQ ID NO: 80)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de FS22-053-008 (SEQ ID NO: 81)

Primera y segunda secuencias subrayadas
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GQ PREPQVYTLPPSRDELN PPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDG
SFFLYSKLTVDYWRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 de FS22-053-008 (SEQ ID NO: 82)

GGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTACTGE

ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATTACTGGAGGTGGCTGGAAGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCTTG

TCCCTGTCGCCCGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 de FS22-053-009

Primera secuencia de FS22-053-009 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-009 - EHTRWLD (SEQ ID NO: 83)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de FS22-053-009 (SEQ ID NO: 84)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVEHTRWLDGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 de FS22-053-009 (SEQ ID NO: 85)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAACATACTAGGTGGCTGGATGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-011

Primera secuencia de FS22-053-011 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-011 - DYWRWTD (SEQ ID NO: 86)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-011 (SEQ ID NO: 87)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDYWRWTRGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-011 (SEQ ID NO: 88)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATTACTGGAGGTGGACTGATGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-017

Primera secuencia de FS22-053-017 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-017 - YHWRWLE (SEQ ID NO: 89)
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-017 (SEQ ID NO: 90)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTVYHWRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-017 (SEQ ID NO: 91)

GGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACTCTGCCCCCTTCACGCGACGAACTCAATCCGCCCT
ACCTGTTCTCCAACCAAGTCTCCCTGACCTGTCTTGTGAAGGGTTTCTACCCATCCGATATCGCC

GTGGAGTGGGACAGCAACGGACAGCCGGAGAACAACTATAAGACTACCCCGCCTGTGCTGGAC
TCGGACGGCAGCTTCTTCTTGTACTCCAAACTGACCGTGTACCACTGGCGGTGGCTGGAAGGGA

ACGTGTTTAGCTGCTCCGTCATGCATGAAGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTCTC
GCTCTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-014

Primera secuencia de FS22-053-014 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-014 - YHWRWLD (SEQ ID NO: 92)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-014 (SEQ ID NO: 93)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTVYHWRWLDGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-014 (SEQ ID NO: 94)

GGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGTACCATTGGAGGTGGCTGGATGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCTTG
TCCCTGTCGCCCGGA

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-010

Primera secuencia de FS22-053-010 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-010 - DYMRWLD (SEQ ID NO: 95)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-010 (SEQ ID NO: 96)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTYDYMRWLDGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-010 (SEQ ID NO: 97)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTCGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATTACATGAGGTGGCTGGATGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-012

Primera secuencia de FS22-053-012 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-012 - DHMRWLE (SEQ ID NO: 98)
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-012 (SEQ ID NO: 99)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTYDHMBWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-012 (SEQ ID NO: 100)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG

TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTCGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE

ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATCATATGAGGTGGCTGGAAGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-013

Primera secuencia de FS22-053-013 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-013 - GYERWLE (SEQ ID NO: 101)
Secuencia de aminodacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-013 (SEQ ID NO: 102)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTVGYERWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-013 (SEQ ID NO: 103)

L%YA\* ~SECOT “i‘*\‘i\: LOATOEOR m:.f.‘\&\ LRG
TROOTHGT 3

o TE STTADBARABGTGROT GRS
PO TGO ‘%i:% AT TRGACSUARAARAROLTY

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-015

Primera secuencia de FS22-053-015 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-015 - DHWRWLQ (SEQ ID NO: 104)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-015 (SEQ ID NO: 105)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTYDHWRWLQGNYFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-015 (SEQ ID NO: 106)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGTTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATCATTGGAGGTGGCTGCAGGE
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-053-016

Primera secuencia de FS22-053-016 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-016 - DYIRWLN (SEQ ID NO: 107)
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-053-016 (SEQ ID NO: 108)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDG
SFFLYSKLTVDYIRWLNGNVYFSC SYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053-016 (SEQ ID NO: 109)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGETGECTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATTACATCAGGTGGCTGAACGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 de FS22-053

Primera secuencia de FS22-053-008 - NPPYLFS (SEQ ID NO: 79)
Segunda secuencia de FS22-053-008 - YYNRWQD (SEQ ID NO: 110)
Secuencias de aminodacidos del dominio CH3 de FS22-053 (SEQ ID NO: 111)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVYYNRWQDGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-053 (SEQ ID NO: 112)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEGATGAGCTGAACCCGCCG
TACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGTATTATAACAGGTGGCAGGATGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-003

Primera secuencia de FS22-172-003 - PYIIPPY (SEQ ID NO: 113)
Segunda secuencia de FS22-172-003 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
Secuencia de aminodacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-003 (SEQ ID NO: 115)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDGS
FFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-003 (SEQ ID NO: 116)

GGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGCCATACATC
ATCCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGCGCGCAGATAGGTGGCTGGAAG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCTT
GTCCCTGTCGCCCGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-002

Primera secuencia de FS22-172-002 - PFQMPPY (SEQ ID NO: 117)
Segunda secuencia de FS22-172-002 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-002 (SEQ ID NO: 118)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELPEFQMPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSD
GSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-002 (SEQ ID NO: 119)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGCCATTCCAG
ATGCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGETGECTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGGCGCAGATAGGTGGCTGGAAG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-004

Primera secuencia de FS22-172-004 - NYIYPPY (SEQ ID NO: 120)
Segunda secuencia de FS22-172-004 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-004 (SEQ ID NO: 121)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELNYIYPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-004 (SEQ ID NO: 122)

GGACAGCCTCGAGAGCCTCAAGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAACTACATCT
ACCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGGCGCAGATAGGTGGCTGGAAGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCACTACACTCAGAAGAGCTTG
TCCCTGTCGCCCGGA

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-001

Primera secuencia de FS22-172-001 - PFVMPPY (SEQ ID NO: 123)
Segunda secuencia de FS22-172-001 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-001 (SEQ ID NO: 124)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELPEVMPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVGADRWLEGNYFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-001 (SEQ ID NO: 125)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGCCATTCGTT
ATGCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGCGCGCAGATAGGTGGCTGGAAG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-005

Primera secuencia de FS22-172-005 - QQVYPPY (SEQ ID NO: 126)
Segunda secuencia de FS22-172-005 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
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Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-005 (SEQ ID NO: 127)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELQQVYPPYNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-005 (SEQ ID NO: 128)

ARG THTATALGO TEGLCCUATCOOUGRRATRARTTRRARGARRTY
SARBOETEACLTRCOTRETEARKGHEE ‘

ACRADATRG

SUPCP PN & %
SUTGGARS

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172-006

Primera secuencia de FS22-172-006 - RKYYPPY (SEQ ID NO: 129)
Segunda secuencia de FS22-172-006 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
Secuencia de aminodacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172-006 (SEQ ID NO: 130}

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELRKYYPPYNQLSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172-006 (SEQ ID NO: 131)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGCGTAAATAC
TACCCGCCGTACAACCAGCTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGETGECTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGGCGCAGATAGGTGGCTGGAAG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTCCGGGT

Secuencias de aminoacidos de secuencias de bucles estructurales del dominio CH3 del Fcab FS22-172

Primera secuencia de FS22-172 - RKYYPPY (SEQ ID NO: 129)
Segunda secuencia de FS22-172 - GADRWLE (SEQ ID NO: 114)
Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 del Fcab FS22-172 (SEQ ID NO: 132)

Primera y segunda secuencias subrayadas

GQPREPQVYTLPPSRDELRKYYPPYNQVSLTC LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de acido nucleico del dominio CH3 del Fcab FS22-172 (SEQ ID NO: 133)

GGCCAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGCGTAAATAC
TACCCGCCGTACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGE
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGGCGCAGATAGGTGGCTGGAAG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTCCGGGT
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 con mutacion LALA (SEQ ID NO:
134)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVQIEGAEVKRFGASVEVSCKASGYPFTSYGISWIYRIAPGQGLEWMGWISAYSGG TNYAQKLY

GRYTMTTOTSTSTAYMELRSLRSDOTAVYYCARDLFRTIFGVEYYYYWGEQGTLVTVESASTKGPSYF

PLARSEKETEGETAALGCLYKDYFPEPYTVEWNEGALTSGYHTFPAVLOQSEGLYSLESYWTVREEEL

ST YICNVHMKPENTKVDRKKVERPKSCDKTHTO PPCPAPEAAGGPESVFLFPPHPKOTLMISRTPEVT

CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELPYIIPPYNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
5 NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVGADRWLEGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de écido nucleico de la cadena pesada del mAb2 FS22-172-003-AA/E12v2 con mutacion LALA (SEQ ID
NO: 135)

GAAGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAAAGACCTGGCGCCTCTGTGAAGGTGTCCT
GCAAGGCTTCTGGCTACCCCTTTACCTCCTACGGCATCTCCTGGGTCCGACAGGCTCCTGGACA
AGGCTTGGAATGGATGGGCTGGATCTCCGCTTATTCCGGCGGCACCAATTACGCCCAGAAACTG
CAGGGCAGAGTGACCATGACCACCGACACCTCTACCTCCACCGCCTACATGGAACTGCGGTCC
CTGAGATCTGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGATCTGTTCCCCACCATCTTCGGCG
TGTCCTACTACTACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCTGCTTCTACCAAGGG
ACCCAGCGTGTTCCCTCTGGCTCCTTCCAGCAAGTCTACCTCTGGCGGAACAGCTGCTCTGGGC
TGCCTGGTCAAGGACTACTTTCCTGAGCCTGTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCTCTGACAT
CTGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCTCTGTCCTCTGTCGT
GACCGTGCCTTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTACATCTGCAATGTGAACCACAAGCCTTCC
AACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAAGACCCACACCTGTCCTCCAT
GTCCTGCTCCAGAAGCTGCTGGCGGCCCTTCCGTGTTTCTGTTCCCTCCAAAGCCTAAGGACAC
CCTGATGATCTCTCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCTCACGAGGACCCA
GAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTAGA
GAGGAACAGTACAACTCCACCTACAGAGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGC
TGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCTCCTATCGAAAAGAC
CATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCTAGGGAACCCCAGGTTTACACCTTGCCTCCATCTCGGGAC
GAGCTGCCCTACATCATCCCTCCATACAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTCGTGAAGGGCTTCT
ACCCTTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACAAL
CCCTCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTTCTGTACTCCAAGCTGACAGTGGGCGCCGAC
AGATGGCTGGAAGGGAACGTGTTCTCCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACA
CACAGAAGTCCCTGTCTCTGTCCCCTGGC

Secuencia de aminoécidos de la cadena ligera del mAb? FS22-172-003-AA/E12v2 y FS22-053-008-AA/E12v2 (SEQ
10 ID NO: 17)

HOMTOSPSTLSASYRDRVITCRASOSIGNRLAWYORKPGRAPKLLIYEASTSETGVPSRFSGSGSS

TR T TS L OPEDF A TY YO GOS Y S TPY TFCRGTKLEIER TVAAPSVFIFPRSDECQLESGTASVYOLLN

NEYPREAKVRWKVODRALDSCNSQESVTEQDSKDS TYSLASTLTLSKADRYEKHIVYACEVTHOQGLSES

PYTESFNRGES

Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb2 FS22-172-003-AA/E12v2 (SEQ ID NO: 136)
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del mAb?2 FS22-172-003-AA/E05v2 con mutacion LALA (SEQ ID NO:
137)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVQSGAEVKRFGASVRKVIOKASGYTFTSYGISWVRDARPGRGLEVWMEWISAYSCGOTNYAQKLY
GRVIMTTOTS TS TAYMELRBLRSDDTAVYYCARDLFPTIFGVIYYY YW QGTLVTVE SARTHKGREVF
FLARGEKETSGETAALGCLVKIYFPEPVTVIANSGALTRGVHTFFAVLRSRGLYSLERVVTVRESESL

GTQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCOKTHTOPPCPAPEAAGERSVFLFPPRKPRKOTLMISRTREVT

CWWWOVEHEDPEVKFNWYVDGVE VHNAK TKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHQDWLNGKEYKOKVEN

KALPARPIERTISKAKGQPREPQWYTLRPSROELFYIPFYNQVSLTCLVKGBRYRFSDIAVEWE SNGQOFEN
MYKTTPRVLDSDGSFRLY SKLTVCADRWLEGNVFSCEVMHEALHNNYTQRSLELSFG

5 Secuencia de écido nucleico de la cadena pesada del mAb2 FS22-172-003-AA/E05v2 con mutacion LALA (SEQ ID
NO: 138)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACACCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC
TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA
GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGCACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAG
GGCCCGTCGGTGTTCCCGCTCGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGGTACCGCCGCCLTG
GGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAGCCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGAGTGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCATTGTCCTCCGTEG
GTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCCAGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTC
GAACACCAAGGTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACACTTGCCCGCC
TTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTCGGTGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGA
TACCCTGATGATCTCACGGACCCCCGAAGTCGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGA
CCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCA
CGGGAAGAACAGTACAACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAAGACT
GGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACAAGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGA
AAACTATCTCGAAAGCCAAGGGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCG
GGATGAGCTGCCATACATCATCCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTCGAGCTGGGAGCAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG
ACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTEGGGCGE
CAGATAGGTGGCTGGAAGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCA
CTACACTCAGAAGAGCTTGTCCCTGTCGCCCGGT

Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb2 FS22-172-003-AA/E05v2 (SEQ ID NO: 139)

GACATTCAGATGACCCAATCCCCGTCCACGCTGAGCGCCTCCGTCGGTGATCGCGTGACAATCA
CTTGTCGGGCGTCGCAGTCCATCTCTGGAAGGCTCGCCTGGTACCAGCAGAAGCCTGGAAAGG
CTCCCAACCTCCTTATCTACGAAGCCAGCAACCTGGAGTCCGGAGTGCCTAGCCGGTTCAGCGE
ATCAGGGTCCGGTACCGAGTTCACCCTGACCATTTCCTCGCTCCAACCTGAGGACTTCGCCACC
TACTACTGCCAACAGTCCTATTCAACTCCGCGCGTGACCTTCGGCCAGGGCACTAAGGTCGAAA
TCAAAAGAACCGTGGCAGCCCCATCGGTGTTTATCTTCCCGCCCTCGGACGAACAGCTGAAGTC
AGGCACTGCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGCTAAGGTCCAGTGG
AAGGTCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAAACAGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAG
GATTCCACTTATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACCAGAAGCACAAAGT
GTACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTTCGTCGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGG
CGAATGC

10 Secuencia de aminodcidos (AA) de la cadena pesada del mAb2 FS22-172-003-AA/G12v2 con mutacién LALA (SEQ
ID NO: 140)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)
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EVQLVQEGCAEVRKRFGASVEVSCKASGYTFTSYGISWVROAFGRGLEWMGWISAYSGSTAYARKLY
GRYTMITOTETSTAYMELRBLRSODTAVYYCARDLFPTIIFGYEYYY YW QG TLVTYS SATTHRGRPSVE
PLAPSSKETIGATAALGCLVKDYFPEPYTVSWSGAL TEGVHTFPAVLRGEGLY BL3SVWTVPEESL

GTATYICNVNHKPSNTKVDRKYVEPKSCOKTHTC PPCPARPEAAGGFSVFLFPPKPKDTLMISRTREVT

CVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVE VHNAKTKPREEQ NS TYRVVEVLTVLHQDWLNGREYKOKVEH

KALPAFIEKTISKARGRIPREPQWY TLRPSRODELFYIPFYNQVSLTOLVKGBRYFSRHAVEWE SNGQFEN
NYKTTRPRVLDSDESFRLYBKLTVGCADRWLEGNVFSTSVMHEALHNHY TQRSLILSFG

Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada del mAb2 FS22-172-003-AA/G12v2 con mutacién LALA (SEQ ID
NO: 141)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACACCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC
TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA
GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAG
GGCCCGTCGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGGTACCGCCGCCCTG
GGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAGCCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGAGTGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCATTGTCCTCCGTG
GTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCCAGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTC
GAACACCAAGGTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACACTTGCCCGCC
TTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTCGGETGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGA
TACCCTGATGATCTCACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGA
CCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCA
CGGGAAGAACAGTACAACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAAGACT
GGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACAAGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGA
AAACTATCTCGAAAGCCAAGGGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCG
GGATGAGCTGCCATACATCATCCCACCATACAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG
ACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTCGGCG
CAGATAGGTGGCTGCAAGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCGCTGCACAACCA
CTACACTCAGAAGAGCTTGTCCCTGTCGCCCGGT

Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb2 FS22-172-003-AA/G12v2 (SEQ ID NO: 142)

GACATTCAGATGACCCAGTCCCCGAGCACGCTGTCCGCAAGCGTGGGGGACAGAGTGACCATC
ACTTGCCGCGCCTCACAATCCATCAGCGGACGCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGAAAG
GCCCCAAACCTTCTGATCTACGAAGCCTCGAACCTGGAGTCAGGCGTCCCTTCGCGGTTCTCTG
GCTCCGGTTCCGGAACTGAGTTCACCCTCACCATCTCGTCCCTGCAACCGGAAGATTTCGCCAC
CTACTACTGCCAACAGTCGTACTCCTGGCCCCGGACATTCGGACAGGGAACCAAAGTCGAGATT
AAGCGGACTGTGGCGGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCCCCGTCCGACGAACAGCTGAAGTCCG
GTACCGCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGCTAAGGTCCAGTGGAA
GGTCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAAACAGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGA
TTCCACTTATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAAGTGT
ACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTTCGTCGCCCCTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGLG
AATGC

Secuencia de AA de la cadena pesada del mAb? FS22-053-008-AA/E12v2 con mutacion LALA (SEQ ID NO: 143)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVYQIGAEVRRIFBASVRVSCKASEGYRFTSYGISWVRDAPGRGLEWMGIHSAYS GG TNYAQKLY
GRVTMTTOTSTSTAYMELRSIRSDOTAVYYCARDLFPTIFGVRYYYYWE QG TLVTVISASTKG SV
FLARSBKETSGE TAALGCLVYKDYFREPYTVEIWNSGALTEGYHTFRAVLQSSGLYSLEEVVTVFBESEL
GTOTYICNVRMHKPENTEVDRRVEPKSCOKTHTC PRCPAPEARGGPEVFLFPPRKPKDTLMISRTPEVT
CWVWWDVEMEDPEVRFMWY VDO VE VHNAKTKPREEOYNSTYRVVSVL TVEHQDWLNGKEYKCEVEN
KALRARIEKTISKAKGOPREFQVYTLRPPSRDELNPRYLFSNGQYSLTCLVKGFY RSDIAVEWE SNGAORE
NMYETTPPYLDSDGSFFLYSKLTVRYWRWLEGHNVF SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPS
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Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada del mAb2 FS22-053-008-AA/E12v2 con mutacion LALA (SEQ ID
NO: 144)

GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAGGCCTGGAGCGTCCGTGAAGGTGTCC
TGCAAAGCCTCAGGATACCCCTTCACTTCGTACGGGATTTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTC
AAGGCTTGGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCGTATTCCGGGGGAACCAACTACGCTCAAAAGC
TGCAGGGTCGCGTGACCATGACCACCGATACCTCCACCTCAACGGCCTACATGGAACTGAGATC
TCTGCGGAGCGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCCCGGGACCTGTTCCCCACTATCTTCGGA
GTGTCGTACTACTACTACTGGGGCCAGGGGACTCTCGTGACCGTGTCGAGCGCTAGCACTAAG
GGCCCGTCGGTGTTCCCGCTGGCCCCATCGTCCAAGAGCACATCAGGGGGTACCGCCGCCCTG
GGCTGCCTTGTGAAGGATTACTTTCCCGAGCCCGTCACAGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGAGTGCATACTTTCCCGGCTGTGCTTCAGTCCTCTGGCCTGTACTCATTGTCCTCCGTG
GTCACCGTCCCTTCGTCCTCCCTGGGCACCCAGACCTATATCTGTAATGTCAACCATAAGCCCTC
GAACACCAAGGTCGACAAGAAGGTCGAGCCGAAGTCGTGCGACAAGACTCACACTTGCCCGCC
TTGCCCAGCCCCGGAAGCTGCCGGTGGTCCTTCGGETGTTCCTCTTCCCGCCCAAGCCGAAGGA
TACCCTGATGATCTCACGGACCCCCGAAGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGA
CCCGGAAGTGAAATTCAATTGGTACGTGGATGGAGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCA
CGGGAAGAACAGTACAACTCTACCTACCGCGTGGTGTCCGTGCTCACTGTGCTGCACCAAGACT
GGCTGAACGGGAAGGAGTACAAGTGCAAAGTGTCCAACAAGGCGCTGCCTGCCCCAATTGAGA
AAACTATCTCGAAAGCCAAGGGACAGCCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCG
GGATGAGCTGAACCCGCCGTACCTGTTCTCTAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG
ACCACGCCTCCCGTACTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGATT
ACTGGAGGTGGCTCGAAGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATCGAGGCGCTGCACAACC
ACTACACTCAGAAGAGCTTGTCCCTGTCGCCCGGT

Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb2 FS22-053-008-AA/E12v2 (SEQ ID NO: 145)

GACATCCAGATGACGCAGAGCCCGTCTACCCTGTCCGCCTCCGTGAGAGATCGCGTGATCATCA
CCTGTCGGGCCAGCCAGTCCATCGGAAACCGCTTGGCETGGTACCAGCACAAGCCTGGGAAGG
CTCCGAAGCTGCTCATCTACGAAGCCTCGACTTCGGAGACTGGTGTCCCTAGCCGGTTCAGCGG
ATCGGGATCAGGGACCGATTTCACTCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCCGAGGACTTCGCCACC
TACTACTGCCAACAGTCATATTCCACCCCGTACACCTTCGGACAAGGCACCAAGCTCGAAATCAA
GCGGACTGTCGCCGCACCTTCCGTGTTCATTTTCCCACCCTCCGACGAACAGCTGAAATCCGGGT
ACAGCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGCTAAGGTCCAGTGGAAGG
TCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAAACAGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATT
CCACTTATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAAGTGTAC
GCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTTCGTCGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAA
TGC

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-053-008-AA/E05v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 146)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLYQIBAEVERPGASVKVECKASGYTFTSYGIEWYRQAPGQGLEWMGWISAYSGETNYAQKLQ
GRVTMTTOTSTSTAYMELRSLRSDDTAYYYCARDLFPTIFGYIYYYYWEQGTLVTVESASTKGRSWF
PLAPSBKSTSGOTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSCAL TSOVHTFPAVLASSGLYSLISVWTVPESSEL

GTUTYICNVRMHKPENTKVDRRKVEPK SCOK THTCPRPC PAPEAAGEPSVFLFPPEPKITLMISRTPEVT

CVWWOVEHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTYLHOQDWINGREYKCKVEN

RALPAPIEXTISKAKGQPFREPQYYTLRPPSRDELNPRPYLFSNQVELTCLVKGFYPEDIAVEWESNGQOPE
NMYRTTPPYLOSDGSFFLYSKLTVRYYWRWLEGNYFSCEYMHEALHNHYTQKSLELSPG
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Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada del mAb? FS22-053-008-AA/E05v2 con mutacion LALA (SEQ ID
NO: 147)
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Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb2 FS22-053-008-AA/E05v2 (SEQ ID NO: 148)
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Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-053-008-AA/G12v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 149)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVRLVOEGAEVKRPGASVRVSCKASGYTFTSYGISWVROAPGAGLEWMGWISAYSGETHYARKLY
GRVTMTTOTSTSTAYMELRSLREDDTAVYYCARDLFFTIFGYSYYYYWH QG TLYTVSSASTKGPSVF
PLAFSEKSTSRGTAALGCLYKDYFRERVTVIWNSGAL TSGVHTFRPAVLOSEELYSLSSVWTVRISSEL

GTATYICNYNHKPSNTKYDKKVEPKBCOKTHTCPPUPAPEAAGGRSVFLFPPEKPKOTLMISRTREYVT

CVVVDVEHEDPEVKFNWY VDG VE VHNAK THPREEQYNSTYRVYEVL TVLHQDWLNGKEYKCKVSH

KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNGQYSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOFE
NNYRTTRPYVLOSDGSFFLYSKLTVDY WRWLECGNVFSOSVMHEALHNHYTOKSLELSPE
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Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada del mAb2 FS22-053-008-AA/G12v2 con mutacién LALA (SEQ ID
NO: 150)
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Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del mAb? FS22-053-008-AA/G12v2 (SEQ ID NO: 151)

GACATTCAGATGACCCAGTCCCCGAGCACGCTGTCCGCAAGCGTGGGGGACAGAGTGACCATC
ACTTGCCGCGCCTCACAATCCATCAGCGGACGCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGAAAG
GCCCCAAACCTTCTGATCTACGAAGCCTCGAACCTGGAGTCAGGCGTCCCTTCGCGGTTCTCTG
GCTCCGGTTCCGGAACTGAGTTCACCCTCACCATCTCGTCCCTGCAACCGGAAGATTTCGCCAC
CTACTACTGCCAACAGTCGTACTCCTGGCCCCGGACATTCGGACAGGGAACCAAAGTCGAGATT
AAGCGGACTGTGGCGGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCCCCGTCCGACGAACAGCTGAAGTCCG
GTACCGCTAGCGTGGTCTGTCTCCTGAACAATTTCTACCCGCGCGAAGCTAAGGTCCAGTGGAA
GGTCGACAACGCGCTGCAGTCCGGAAACAGCCAGGAGTCAGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGA
TTCCACTTATTCCCTGTCCTCCACCCTGACTTTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAAGTGT
ACGCCTGCGAAGTGACCCATCAAGGGCTTTCGTCGCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCG
AATGC

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-053-017AA/E12v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 152)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVOLVQRSCAEVKRPGASVRVICKASGYFPFTSYGISWVRQAPGQBLEVWMGWISAYSGE TN YARKLG
GRVTMTTOTSTITAYMELRSLRSODTAVYYCARDLRPTIFGVEYYYYIWGQGTLVTVSSASTHGPEVF
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSL

GTQTYICNVNHKPSNTKVYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELNPPYLFSNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVYHWRWLEGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-053-017AA/E05v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 153)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVRLVQUSGAEVRRPGASVRVSOHASGYTFTIYGISWVRQARPSQGLEWWGWISAYSCG TN YARKLG
PLAPSSKSTSGETAALGULVEDYFPERPVTVEWNSCGALTSGVHTFRPAVLQSSELYSLSSVWTVREESL

GTOTYICNVNHEPSNTRVDKKVEPKSCDKTHTOPPC PAPEAAGGRSVELFPREPKDTLMISRTPEVT

CYYVRVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTEPREEQYNETYRVVSVL TVLHQDWINGKEYKTKYEN

KALFAPIEKTISKAKGQPREPGVYTLPPERDELNPRYLFSNQVSLTC LYK GFYPSDIAVEWESNGOPE
Ny KTTRPPVLLSDOSFRLY SKLTVYHWRWLEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLELERG

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-053-017AA/G12v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 154)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVYQSGAEVRRPGASVRVECKASGYTFTAYGISWYRQAPGQGLEWMGWISAYEGETRYAQRLQ
GRYTMTTOTSTSTAYMELRSLRESDOTAYY YCARDLFPTIFGVSYYYYIWERGTLVTVEBABTKGPSYF
PLAPSSKETSGGTAALGCLYKDYFPEPYTVESVWNIGALTSGVYHTFPAVLOGEGLY SLEBVVTVPESSL

GTQTYICHVNHKPENTKYDKKVERKSCOKTHTOPPCPAPEAAGGFSVFLFPPEPKOTLMISRTREVT

CWVWADVEREDPEVKFNWYVRGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHGDWINGKEYRCKVEN

KALRPAPIEXTISKAKGOPREFQUYTLPFSROELNPFYLFSNQUVELTCLVKGFYPEDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPRWLDEDESFRLUYSKLT VWYHWRWLEGNVESCSVMMHEALHNHY TOKELBLEPG

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-172-003AA/lam-G02v3 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 155)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVYQSGAEVRRPGASVKVYECHASGYTFTEYGISWVRQAPGQGBLEWMGWISAYSGE TN YAQKLA
GRYTMTTDTSTETAYMELRSLREDOTAVYYCARDLFPTIFGVISYYYYWGEQGE TLVTVESASTRGPSVF
PLAPSSKSTSGETAALGCLVKDYFRPERPVTVEWN SCAL TSGVHTFPAVLQSSGLYSLESWTVPEESEL

GTRTYICNVNHKPENTRVDRRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGRPSVFLFFPKPKDTLMISRTREYT

CWVWWVOIVEHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTYLHQDWINGREYRCKVEN

KALPARPIEKTISKAKGQPREPQUYTLRPPSROELPYHPRPYNQYSLTCLYKGFYPERIAVEWESNGOPEN
NYKTTPRVLGEDGSFFLYSKLTVGADRWL CGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPG

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-172-003AA/S70 con mutaciéon LALA (SEQ ID NO: 156)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVESGGGLVAPGEILRLSCAASGFTFSDSWIHWIRQAPGHKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK
GRETSADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRREWPGGFOYWGQGTLVTVEAASTKGPEVFRLAP
SEHSTEGOTAALGULVKDYFPERPYTVEWNSGALTSOVHTFPAVLOSEGL Y SLESVVTVPSSSLATAT
YICNVNHRPENTKVDRKVYEPRKESC DK THTOPRPCPAPEAA GGPRVFLFFRKPKOTLMISRTPEVTCO VW

DVBHEDPEVKFNWY YDGVEVHNAR THFREEQYNSTYRVYS YL TVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALP

APIEKTIBKAKGRPREPQVYTLPRSRDELFYIPRYNQVELTCLYKGFYRPSDIAVEWESNGUPENNYKT
TEEVLDSDGSFPLY BKLTVEADRWLEGNVFSCRVMHEALHNHYTQRSLBLEPG

Secuencia de AA de la cadena ligera de S70 (SEQ ID NO: 157)

Dominio VL (cursivay);

DIQMTQSPSSLAASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY QUKPGKAPKLLUYSASELYSGVPSRFSGEGS
GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTHVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKEGTASYVCLL
NNFYPREAKVOWKVONALDECNEGESYTEQDSKDS TYSLESTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGLS
SPYTKSFENRGEC
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Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22-172-003AA/HelD1.3 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 158)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

QYOLRESGPGLVRPEATLSL TCTVYSGETFSEYS VWWVRQPPGREGLEWIGMIWGDGNTDYNSALKS
RVYTMLVOTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARERDYRLDYWSQSSLVTVSSASTKGPSVFPLAPSS
KETSGRTAALGCLVKOYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFRAVLGSSGL YSLESWWTVPSSSLGTATY!
CNVNHKPSNTRYDKKVEPKSCDKTHTCPRUPAPEAAGGRSVFLFRRIPKDTLRAIERTREVT OV
SHEDPEVRFNWYYDGVEVHNAK THPREEQYNSTYRVYEVL TV HOIPWLNGKE YK CRVYSNKALRPAR]
EKTSKAKGOQPREPQVYTLPPSRDELPYHPPYNQYSLTCLVRGFYPSHAVEWESNGOPENNYKT TR
PYLESDOEFFLY SKLTVCADRWLUEGNVFSCSYMHEALHNHY TOKSLSLSPG

Secuencia de AA de la cadena ligera de HelD1.3 (SEQ ID NO: 159)

Dominio VL (cursiva)

DIOMTRERPASL SASVGETVTITCRASGNIMNY LAWY QQKGGKSPQLLVYNARTLADGVPSRFSGEGS
GTQYSLKINSLQPEDFGEYYCQMFWETPRTFGGETKLEIKRTVAARSYEIFPPEDEQLKSBTASVVIL
LNNFYPREAKVOWKVONALQSGNSOESVTEQRSKDSTY SLESTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNREES

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22m-063AA/S70 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 160)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQL VESGHGLVORPGGELRL SCAASGEFTRSOSWIHIWVRGAPGKGLEWVARISPYGGETYYADSVK
GRFETISADTSKNTAYL QMNSLRAEDTAVYYCARRHNWPGGFDYWERRG TLVTVSAASTKGPSVFPLAR
SSKETSGETAALGCLYKEYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFRPAVLOSSCLY SLEBYWTYFEESLGTQT
YICHNVNHKPANTEVORKVEPKSCOKTHTCPPURPAPEAAGGPSVPLIFPPKPKOTLMISRTREVTOWWY
IWVEHEDPEVKFNWY VRGVEVHNAKTKPREEGYNST YRVWSVLTVLHQDWLNGKEYRIKVYSNKALP
APMEKTISKAKGOPREPOVY TLRPPSRDEPYWEYVEL TCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENMNYKTTRE
VLDSDGEFFLYSKLTVMNY RWELGNVFSCEVMMEALMNHYTQHSLSLSPG

Secuencia de AA de la cadena pesada de FS22m-063AA/HelD1.3 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 161)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

GVQLRESGRGLVYRPSQTLELTOTVSGETFEGYGVNWVRGFPPGRELEWIGMIWGDGN T YNSALKS
RYTME VD TSKNQFSLRLESVTAADTAVY YCARERDYRLLYWEQGESL VTVISATTHEGPSVFPLAPSS
KETSGGTAALGCLVKDYFPERPYTVESWNSGALTIGVHTFRAYLOSSGLYSLESVWTYPSSSLETATY!
CNYNHKPSNTKYDKKVERKECDKTHTCPPUPAPEASGGPEVFLFPPKPKDTLMISRTRFEVTCOVYVIV
SHEDPEVHFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVL TV HQDWLNGKEYKCKVENKALFAP]
ERTIBKAKGOPREPRVYTLRFERDEPYWEYVSLTCLVKGFYPEUIAVEWESNGOPENNYKTTPRVLD
SDGSFFLYSKLTVMNYRWELGHNYFSCSVMBEALHNHYTOKELSLEPG

Secuencia de AA de la cadena pesada de G1-AA/E12v2 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 162)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVOLVESGAEVRRPGASVRVECKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGLEWMGWISAYSGG TRIVAQKLY
GRVYTMTTOTSTSTAYMELRSLREDDTAVYYCARDLFPTIFGVEYYYYWG QG TLVTVESAS TREPEVF
PLAFSSKSTSGGTAALGCLVKDYFREPVTVEWNBGALTEGVHTFPAVLQSSGLYSLIEWTVIRESSL
GTQTYICNVNHKPSHTRVDKKVEPKECOKTHTOPPOPAPEAAGGPOVFLF PPEPKDTLMIGRTREYT

CAVVVOVEHEDPEVKFNWYVDGVE VHNAK THPRERQYNSTYRVVEVL TVIHQDWILNGKEYKGKYEN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Secuencia de AA de la cadena pesada de G1/S70 (SEQ ID NO: 163)

Dominio VH (cursiva)

EVQLVESGGOLVQPGOSLRLSCAASGFTFSDSWIHW VR QARPGKGLEWVAWISPYEGSTY YADSYK

GRETISAD TSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWEGGFDYWGOGTLVTVSAASTHGREVFPLAR

SSKSTSGETAALGCLYKDYFPERPVTVEWNSGALTEGVHTFPAVLQSEGLYSLESVWTYRPSISLETOT
YICHYNHKPENT K VDKKVERREC DK THTCPPOPAPELLGGREVFLFPRPEPKOTUMISRTREVTOWWVL

VEHEDPEVKENWY VDG VEVHNAKTRPREEQYNETYRVWEVL TWLHQIWLNGREYRCKVENKALPAR
ERTISKAKGOQPREPQVYTLRPSRUOEL TKNOQVELUTOLVEGRYPISDIAVEWESNGQRFENNYKTTRRVLD

SOGEFFLY SKLTVDKSRWOQOGNYFSOSYMHEALRNHYTQKSELELEPGK

Secuencia de AA de la cadena pesada de G1-AA/S70 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 164)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVK

GRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVYFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQT
YICNYNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVYFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de AA de la cadena pesada de G1/4420 (SEQ ID NO: 165)

Dominio VH (cursiva)

EYRLDETGORLVRPGRPYKL SCVASGFRTFSDYIWMNVWVRQSPERGLEWVARIRNKPYNYETYYSDS
VEGRF TISRODSKSSVYLGANNLRVEDMGIYYC TG SYYGMD YWGQGTS VTV S SASTRGPRVFRLAR

SSKSTRGATAALCQLVKDYFPEPVTVENNSGALTSCVHTFPAVLOSSGLYSLESWTVPSSSLETAT
YICHYNHKPSNTRVOKKVERPKSC DK THTCRPCPAPELLGGREVFLFPPKPKOTLMISRTRPEVTO VWD
VEHEDRPEVKFNWYVDOVEVHNAKTKFREEQYNSTYRVVEVLTVLHQDWINGREYKCRVENRALFAR
IBKTISKAKGORREPOQVY TLPPERDELTKROVELTCL VKGR YPEDIAVEWE SNQPENKYHTTERVLD

SORGEFFLYSKLTVDKSRWCQQGNVFRCSVMHEALHNHYTQKELSLSPIEK

Secuencia de AA de la cadena ligera de 4420 (SEQ ID NO: 166)

Dominio VL (cursiva)
DVYMTOTPLSLPVSLGDOASISCRSSOSLVHENGNTYLRWYLQKFSQSPRVLIYKVSNRFSGVPDRF
BESESGTOFTLKISRVEAEDLGVYFCEQSTHVRFWTFREETKLEIKRTVAA PEVFIFPRSDBEQLESGTA
SVWCLLRNFYPHREAKVQWKVDNALGSGNSQESVTEQUSKISTYSLESTLTLSKEADYERHKVYYATEY
THOGLESPVTKEFNRGED

Secuencia de AA de la cadena pesada de G1-AA/4420 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 167)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EVKLDETGGGLVQPGRPMIL SCVASGFTFSDYWMNWVYRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSES
VRORFTISRODEKSSVYLQMANLRVEDMGIYYCTESYYGRDYWOQGTSVTVSSASTHGPEVFFLAP
SSKSTECCTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNECALTSGVHTFRAVLOSEGLYSLSSWTVPSSSLGTAT
CHONYNHEPSNTEYDKKVEPKECDKTHTCPRPCPAPZARGEPEVFLFPPKEKDTLMIBRTPEYTOVVY
OVEHEDPEVERFNWY VDG VEVHNAKTRKPREEQYNST YRWEVLTYLHQIWLNGKEYKGRVENEALP
APIEKTIGKAKGUPREPOGVY TLPPSRDELTEKNQVSLTCLVHGFYPEDIAVEWESNGOGPENNYKTTPRY
LDBDGSFFLYSKLTYRKSRWRQGNVF SCSVMHEALHNHY TQRBLELBPGK
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Secuencia de AA de la cadena pesada de G1-AA/HelD1.3 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 168)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

QYOLRESGPGLVRPEATLSL TCTVYSGETFSEYS VWWVRQPPGREGLEWIGMIWGDGNTDYNSALKS
KETSGRTAALGCLVKOYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFRAVLGSSGL YSLESWWTVPSSSLGTATY!
CHYRNHKPSNTKVDKRVEPKEQDKTHTCPRCPAPEAAGGRAVFLFPPKFKDTLMISRTPEVTOWAVDY
SHEDPEVRFNWYYDGVEVHNAK THPREEQYNSTYRVYEVL TV HOIPWLNGKE YK CRVYSNKALRPAR]
EKTISKAKGORFREFQVYTLRPFSRDELTKNGVSLTCLVRGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLD
SDGEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCEVMHEALRNHYTOGRSLSLGPGK

Secuencia de AA de la cadena pesada de G1-AA/MLS109 con mutacién LALA (SEQ ID NO: 169)

Dominio VH (cursiva); mutacion LALA (subrayado en negrita)

EEQVLESGGGLYKPGGSLRLSCAABGFTFIPYSVFWURQAPGKGLEWVSSINSDE TYKYYADSVKG
RETISRDNAENSIFLOMNSLRAEDTAVYYCARDRE Y YAFSEGSLEDYYYSLOVIWGRGTTVIVESASRT
KGPEVFPLAPSSKSTECOTAALGCLVKDYFPERPVTVSWINSGALTSGVHTFPAVLGSEGLYSLESVT
VRSSELEGTQTYICNVNHKP SN TKVDKEVEPKSCDKTHTUPPOPAPEAAGGPSVFLFPPRPKDTLMIS
RTFPEVTCVWDVSMEDPEVRFNWYVOGVEVHNAKTRPREEQYNSTYRVVEVLTVLHQDWINGKEY
KOKVSNKALPAPIEKTISKAKGUP REPCAY TLPPSRUELTKNQVSLTCLYKGRYPSDHAVEWE SNGQOP
ENMYKTTPRVLDSDGSFFLY SKLTVRRSEWROQGNVFSCEVMHEALHNHYTRKSLELEPGK

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de MLS109 (SEQ ID NO: 170)

Dominio VL (cursiva)

DIVMTQRRL SLEVTRGERARISCRSSQSLLETNGYNYLDWYVQKRPEQISPOLLIYLASNRASGVRDRFS
GOGRGTDFTLKISRYETEDVEYYYOMQALQIFRTFGOQGTRVEIRR TVAAFSVFIFPPEDEQLKOGTAS
VYOLLNNEY PREAKVOWKVDNALOSCGREGESYTEQRSKDS TYSLSSTLTLSKARYEKHKYYACEVT
HQGLISPVTRESFNREEC

Secuencias de aminoacidos de los bucles AB y EF del dominio CH3 de FS22-172-003

Bucle AB - RDELPYIIPPYNQ (SEQ ID NO: 171)
Bucle EF - GADRWLEGNYV (SEQ ID NO: 172)
Secuencias de aminoacidos de los bucles AB y EF del dominio CH3 de FS22-53-008

Bucle AB - RDELNPPYLFSNQ (SEQ ID NO: 173)
Bucle EF - DYWRWLEGNYV (SEQ ID NO: 174)
Secuencias de aminoacidos de los bucles AB y EF del dominio CH3 de FS22-053-017

Bucle AB - RDELNPPYLFSNQ (SEQ ID NO: 173)
Bucle EF - YHWRWLEGNYV (SEQ ID NO: 175)
Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de G1/280 02 G02 (SEQ ID NO: 177)

Dominio VH (cursiva)

EVEH VRSCGAEVKRFPGASVEVICKASGEYTFTS YEISWVROAPGQGL EWMBWISA YNERNTHYAQKLE
GRVTMTTDISTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDLFPTIFGYEYYYYIWGQGTLVTVSSASTRGREF
PLAPBSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWHNEGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVVTVPSSSL
GTOTYICNVNHKPENTRVORKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGFEVFLFPPFRFKOTLASRTPEVTC
VYVDVSHEDPEVKFNWYVDRGVEVHNARKTHPREERQYNS TYRVVSYLTVIHQDWL NGKEY R CKVERNK
ALPAPIEK TISKAKGOPREPOWVYTLRFRFSROEL TENGQVBLTCLVEGFY PERIAVEWESNGOPENNYKTY
PRVLDSDOGSFFLY SKETVODRKSRWQQGKVF SCAVMHEALHNHYTOHSLELESPG
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Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de G1/280 02 G02 (SEQ ID NO: 178)

Dominio VL (cursiva)

QAL TOHRPASYEGSPGQREINMISC TR TISVEEYASVSWYQQFPGKARKLMIFEVTNRPSGVIDRFEES
KESONTASLTISBLOAEDEAE Y YU SSFRRGSTLVWRGGHETHLIVLGUPAAAPSVTLFPREEEELOANKA
TLVCLISDFYPGAYTVAWKADSSPVEAGVETTTPIKQSNNKY AASSYLSLTPEQWHKEHR SYSCIIVTH
EGSTVERKTVAPTECS

Secuencia de aminoacidos de PD-L1 humano (SEQ ID NO: 179)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)

FTVTVRKDL YWVEYSSNMTIECKFRVEKGLDL AALIV YWERMEDKNIQFVHEBEEDLIVQHESYRQRAR
LEEDQLSLGNAALQITOVRLGDAGVYYROMISYGGAD YKRI TVRVNARPYNKINQRILYVDPYTSERELTC
QAEGYPRAEVIWTSSDHOVL SGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAEL
VIFELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVAL TRIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEERT

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de PD-L1 humano (SEQ ID NO: 180)

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRAR
LLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVYDPVTSEHELTC
QAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAEL
VIPELPLAHPPNER

Secuencia de aminoacidos de PD-L1 de ratén (SEQ ID NO: 181)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)
FTTAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVEREL DU AL VWYWEKEDEGVIGRVASEEDLKPQHSNFRGRA
SLPKDQUEKGNAALQITOVRKLQDAGVYCCHE YERADYKRITLKVNARPYRIGINQRISVDPA TEEHELICR
ARG YPEAEVIWTNEDHQPYRGKREVTISRTECGMLLNVTESLRVNATANDVRYCTFWRSQPGRNHTA
ELHPELPATHPPQNRTHWVLLGSHLLFLIVYS TVLLFLRKQVRMLDVERCGVEDTSSKNRNDTQFEET

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de PD-L1 de ratén (SEQ ID NO: 182)

FTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDEQVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRA
SLPKDQLLKGNAALQITDYKLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKYNAPYRKINQRISYDPATSEHELICG
AEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSYTTSRTEGMLLNVTSSLRYNATANDYFYCTFWRSQPGQANHTA
ELIPELPATHFPQNRTH

Secuencia de aminoacidos de PD-L1 de cynomolgus (SEQ ID NO: 183)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDL TSLIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDL KVQHSNYRQRAQ
LLKDQLSLGNAALRITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVODPVTSEHELTC
QRAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLLNVTSTLRINTTANEIFYCIFRRLDPEENHTAEL
VIPELPLAL PPNERTHLVILGAIFLLLGVALTFIFYLRKGRMMDMKKCGIRVTNSKKQRDTQLEETKG
PSARFDIPDEIPVIESKPNTLSIVLGTTLTVAMIIVATIFGYRRQKGRLRTLKL

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de PD-L1 de cynomolgus (SEQ ID NO: 184)

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLTSLIVYWEMEDKNIQFVYHGEEDLKVQHSNYRQRAQ
LLKDQLSLGNAALRITDVKLAQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVYDPYTSEHELTC
QAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLLNYTSTLRINTTANEIFYCIFRRLDPEENHTAEL
VIPELPLALPPNERTH

Secuencia de aminoacidos de CD137 humano (SEQ ID NO: 185)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)
LGDRPCSNCPAGTFCONNRNQICSRCPPNEFSSAGGOR TCDICRQUKGYFRTRRKECSSTSNARCDCT
PERFHOLGAGCIMCEQDCKQEQELTKKGCRDC CRR TRNDOKRGICRAVTNCSLDEBKEVL VNG TKER
VVOGRERPALL SPEASSVTRRPARARERPGHSPCISPFLAL TS TALLFLLFFLTLRFERVYKRGRKKLLY
FRQPFMRPVQTTQEEDGUSCRFPEEEEGECEL
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Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CD137 humano (SEQ ID NO: 186)

LQDPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICRQCKGYFRTRKECSSTSNAECDCT
PGFHCLGAGCSMCEQDCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDGKSVYLYNGTKER
DVWCGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHSPQ

Secuencia de aminoacidos de CD137 de ratén (SEQ ID NO: 187)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)
VONSCONCQPGTFCREYNFVOKBUPPS TRSSIGGRPNUNICRVUAGYFRFKKFCSSTHNARCECHE
GFMULGPQCTRUEKDCRPRQELTKQGCKTC SLEGTFNDQNGTGVIRPWTNCILDGREVIKTETTEK
VYL GRRYVSRSRSTHSVTFEGGRPGOHSLGVITLFLALTSALLLALIFITLLFSVLKWIRKKFPHIFKQ
PFEKTTOAAGNEEDACSCROPLOEEEGGGGGYEL

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CD137 de ratén (SEQ ID NO: 188)

VQNSCDNCQPGTFCRKYNPVCKSCPPSTFSSIGGQPNCNICRVCAGYFRFKKFCSSTHNAECECIE
GFHCLGPQCTRCEKDCRPGQELTKQGCKTCSLGTFNDQNGTGVCRPWTNCSLDGRSVLKTGTTEK
DVWCGPPVVSFSPSTTISVTPEGGPGGHSLQVL

Secuencia de aminoacidos de CD137 de cynomolgus (SEQ ID NO: 189)

Dominio extracelular (cursiva); dominios transmembrana e intracelular (negrita)

LQULCSNUPAGTFCONNRSQICSFCFFNSFISAGGRRTODICRQCKGYFRTRKECSSTENAECRCS
GYHOLGAECSMCEQUCKQGQELTEKKGORKOCCFGTRNDGKRGICRPWINCSLOGKSVL VNG TKERD
VVOGRSPADLEPEASSATPRPAPAREPGHSFOIFFLALTS TWLFLLFFLVLRFSVVKRSRKKLLYIFK
QPFMRPVQTTREEDGUSCRFPEEEEGHRCEL

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CD137 de cynomolgus (SEQ ID NO: 190)

LQDLCSNCPAGTFCDNNRSQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICRQCKGVYFKTRKECSSTSNAECDCIS
GYHCLGAECSMCEQDCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDGKSVLVNGTKERD
VVCGPSPADLSPGASSATPPAPAREPGHSPQ

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de G1/HelD1.3 (SEQ ID NO: 191)

Dominio VH (cursiva)

GVQRLRESGRGLVYRPSQTLSLTCTVSESTREG YEWWWVRQPPGREOLEWIGMIWGDENTDYNSALKS
RVTMEVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARERDYRLDYWGQGSLVTVSSASTKGPSVIFPLAPES
KSTSGETAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTAGVHTFPAVLOSSGLYSLEEW TS SBLGTOTYI

CNVNHKPSNTKYDK KYERKSCOKTHTOPPURAPELL GGREVELFPPKPKDTLMIERTRPEVTCVVVDY
SHEDPEVEFNWY VROVEVHNAKTRKPREEQYNET Y WVVSVL TVLRQDWINGKE Y KO K VENKALPAR]
EXTISKAKGGPREPQVYTLRRPESROELTKNOVSLTCLVKGFY PSHAVEWE SNGORFENNYKTTRRVLD
SOGEFFUYSKLTVDKERWQQOGKVFSCRVMHE ALHNHY TOQKSLSLSPG

Péptido OVA (SEQ ID NO: 192)

ISQAVHAAHAEINEAGR

Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de B7-H3 humano (SEQ ID NO: 193)

REVOVPELPYWALVGTDATLCCOF SPEPGF SLAQLNLIWGL TOTKQLYHSFAEGQDUGSAYANRTAL
FRDLLAQGMASLRLARVRVADEGEFTCFVSIRDF GBAAVILOVAARY SKPEMTLEPNKDLRPGOTVTE
TCSSYQGYREAEVFWRDGUGHYPLTENYTTSOMANEGGLFOVHSILRVVLGANG TY SCLYRNFPVLG
ARAHSSVTITRPQREPTGAVEVQVYPEDPWALVG TDATLRCSFSPEPGFILAQINLIWOLTETKGL VHE
FTEGRDOGSAYANRTALFRPOULADGNASLRLGRVRVADEGEFTCFVEIRDFGSAAVELOQVAARYSKF
EMTLEPNKDURPGD TVTITCSSYRGYPEAEVFWOQDGRGVRL TGN VT TSUMANEQGLFDYHEVLRYY
LGANGTYSCLVRNPVLQQDAMHGSVTITGQPMT
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Péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 194)

SIINFEKL
Secuencia de aminoacidos de PD-L1-rCD4-His humano (SEQ ID NO: 195)

Péptido sefial (subrayado); dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular); CD4* de rata C-terminal (dominios 3 y 4)
(cursiva); unién entre antigeno y fusién C-terminal que codifica un sitio de restriccién Notl (negrita y subrayado);
etiqueta de hexahistidina C-terminal (negrita)

MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVH
GEEDPLKVYQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISY GGADYKRITYKVNAPYNKI
NQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEYIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNYTSTLRINTTTNEI
FYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERTAAATSITAYKSEGESAEFSFPLNLGEESLQGELRW
KAEKAPSSQSWITFSLKNGQKYSVQKSTSNPKFQLSETLPLTLQIPQVSLQFAGSGNLTLTLDRGILYQE
VNLVWMKVTQPDSNTLTCEVMGPTSPKMRLILKQENQEARVSRQEKVIQVQAPEAGVYWQCLLSEGE
EVKMDSKIQVLSKGLNGSHHHHHH

Secuencia de aminoacidos de PD-L1-Fc¢-His humano (SEQ ID NO: 196)

Péptido sefial (subrayado) Dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular) Fc de IgG1 humana (cursiva) Unién entre
antigeno y fusién C-terminal que codifica un sitio de restriccion Notl (negrita y subrayado) Etiqueta de hexahistidina C-
terminal (negrita)

MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVWEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVH
GEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKYNAPYNKI
NQRILVYDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNYTSTLRINTTTNEI
FYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERTAAADKTHTCPPCFAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHY TQKSLSL SPGKGSHHH
HHH

Secuencia de aminoacidos de PD-L1-rCD4-His de ratén (SEQ ID NO: 197)

Péptido sefial (subrayado); dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular); CD4* de rata C-terminal (dominios 3 y 4)
(cursiva); unién entre antigeno y fusién C-terminal que codifica un sitio de restriccién Notl (negrita y subrayado);
etiqueta de hexahistidina C-terminal (negrita)

MRIFAGIFTACCHLLRAFTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDEQVIQFVA
GEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDVKLQRDAGVYCCIISYGGADYKRITLKYNAPYRKIN
QRISVDPATSEHELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSSLRVNATANDY
FYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTAAATSITAYKSEGESAEFSFPLNLGEESLQGELRW
KAEKAPSSQSWITFSLKNQKVSVQKSTSNPKFQLSETLPLTLQIPQVSLQFAGSGNLTLTLDRGILYQE
VNLVVMKVTQPDSNTLTCEVMGPTSPKMRLILKQENQEARVSRQEKVIQVQAPEAGVWQCLL SEGE
EVKMDSKIQVLSKGLNGSHHHHHH

Secuencia de aminoacidos de PD-L1-Fc-His de ratén (SEQ ID NO: 198)

Péptido sefial (subrayado) Dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular) Fc de IgG1 humana (cursiva) Unién entre
antigeno y fusién C-terminal que codifica un sitio de restriccion Notl (negrita y subrayado) Etiqueta de hexahistidina C-
terminal (negrita)

MRIFAGHFTACCHLL RAFTITARKDUYVVEYGENVTIMEC RFPVEREL DLLALVYYWEKEDEQVIGRVA
GEEDLKPQHENFRGRABLPXDIULLKGRNAALQITINVKLADAGVYCCHEYGGADYKRITLEVNAPYRKIN
GRISVOPATSEHELICOAEGYPEAEVIWTNS DHOPVEGKRSVYTTSRTEGMLLNVTSSLRVNATANDY
FYCTFARSOPGONHTAELIPELPATHPPONR TAAA DK THTORRUPAFELL GGRSVFLFPRREKDTL
MISR TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK TRPREEQYNS TYRVVSVL TVLHQDWLNGK
LEYKCKVSNKALPARICKTISKAKGRPREPQYYTLRPSRDELTRNQVEL TCLVKGFYRPSDIAVEWESNG
GPEMNYKT TRPPVLDBDGEFFLY SKLTVDKSRIVQGRVF SC SVMHEALHNH Y TRKSLILSPGKGSHH
HHHH
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Secuencia de aminoacidos de PD-L1-His-Avi humano (SEQ ID NO: 199)

Dominio extracelular de PD-L1 (fuente regular) etiqueta de hexahistidina C-terminal (cursiva) etiqueta Avi (negrita)

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRAR
LLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTC
QAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAEL
VIPELPLAHPPNERGSHHHAHHGGGLNDIFEAQKIEWHE

Secuencias de &cido nucleico con codones optimizados gue codifican la cadena pesada de FS22-172-003-AA/E12v2

(SEQ ID NO: 32)

AAGCTTGCCGCCACCATGGAATGGTCCTGGGTGTTCCTGTTCTTCCTGTCCGTGACCACCGGLG
TGCACTCTGAAGTTCAGCTGGTTCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAAAGACCTGGCGCCTCTGTGAA
GGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACCCCTTTACCTCCTACGGCATCTCCTGGGTCCGACAGGCT
CCTGGACAAGGCTTGGAATGGATGGGCTGGATCTCCGCTTATTCCGGCGGCACCAATTACGCCC
AGAAACTGCAGGGCAGAGTGACCATGACCACCGACACCTCTACCTCCACCGCCTACATGGAACT
GCGGTCCCTGAGATCTGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGATCTGTTCCCCACCATC
TTCGGCGTGTCCTACTACTACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCTGCTTCTA
CCAAGGGACCCAGCGTGTTCCCTCTGGCTCCTTCCAGCAAGTCTACCTCTGGCGGAACAGCTGC
TCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTTCCTGAGCCTGTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCT
CTGACATCTGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCTCTGTCCT
CTGTCGTGACCGTGCCTTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTACATCTGCAATGTGAACCACAA
GCCTTCCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAAGACCCACACCTGT
CCTCCATGTCCTGCTCCAGAAGCTGCTGGCGGCCCTTCCGTGTTTCTGTTCCCTCCAAAGCCTA
AGGACACCCTGATGATCTCTCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCTCACGA
GGACCCAGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCTAGAGAGGAACAGTACAACTCCACCTACAGAGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
GATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCTCCTATCG
AAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCTAGGGAACCCCAGGTTTACACCTTGCCTCCATC
TCGGGACGAGCTGCCCTACATCATCCCTCCATACAACCAGGTGTCCCTGACCTGLCTCGTCAAG
GGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCCAGCCTGAGAACAACTACA
AGACAACCCCTCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTTCTGTACTCCAAGCTGACAGTGGG
CGCCGACAGATGGCTCCAAGGGAACGTGTTCTCCTCCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAA
TCACTACACACAGAAGTCCCTGTCTCTGTCCCCTGGCAAG TGATGAATTC

Secuencias de acido nucleico con codones optimizados que codifican la cadena ligera de FS22-172-003-AA/E12v2

(SEQ ID NO: 39)

AAGCTTGCCGCCACCATGTCTGTGCCTACACAGGTTICTGGGACTGCTGCTGCTGTGGCTGACCG
ACGCCAGATGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCACACTGTCCGCCTCTGTGCGGGACAG
AGTGATCATCACCTGTAGAGCCAGCCAGTCCATCGGCAACAGACTGGCCTGGTATCAGCACAAG
CCTGGCAAGGCTCCCAAGCTGCTCATCTACGAGGCCTCCACATCTCAGACAGGCGTGCCCTCTA
GATTCTCCGGCTCTGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACAATCTCCAGCCTGCAGCCTGAGGA
CTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTCCTACAGCACCCCTTACACCTTTGGCCAGGGCACCAAG
CTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCAAGCGACGAGCAG
CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCAGGGAGGCCAAG
GTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCA
GGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGA
GAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAG
CTTCAACAGGGGCGAGTGCTGATGAATTC
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de anticuerpo que se une al ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y CD137, que comprende:
(a) un sitio de union a antigeno basado en la regién determinante de la complementariedad (CDR) para PD-L1;y

(b) un sitio de unién al antigeno CD137 localizado en un dominio CH3 de la molécula de anticuerpo, en donde el sitio
de unién al antigeno CD137 comprende una primera secuencia y una segunda secuencia localizadas en los bucles
estructurales AB y EF del dominio CH3, respectivamente, en donde la primera secuencia esta localizada entre las
posiciones 14 y 17 del dominio CH3 y la segunda secuencia esta localizada entre las posiciones 91 y 99 del dominio
CH3, en donde la numeracién de residuos de aminoacidos es segun el esquema de numeracion de IMGT, y

en donde la molécula de anticuerpo comprende el dominio VH, el dominio VL, la primera secuencia y la segunda
secuencia expuestas en:

(i) SEQ ID NO 12, 14, 113 y 114, respectivamente [F$22-172-003-AA/E12v2];
(i) SEQ ID NO 23, 25, 113 y 114, respectivamente [F$22-172-003-AA/E05v2];
(i) SEQ ID NO 23, 30, 113 y 114, respectivamente [FS22-172-003-AA/G12v2];
(iv) SEQ ID NO 12, 14, 79 y 80, respectivamente [FS22-053-008-AA/E12v2];
(v) SEQ ID NO 23, 25, 79 y 80, respectivamente [F$22-053-008-AA/EQ05v2];
(vi) SEQ ID NO 12, 14, 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017-AA/E12v2];
(vii) SEQ ID NO 23, 25, 79 y 89, respectivamente [FS22-053-017-AA/EQ5v2]; o
(viii) SEQ ID NO 23, 30, 79 y 89, respectivamente [F$22-053-017-AA/G12v2].

2. La molécula de anticuerpo segun la reivindicacion 1, en donde la molécula de anticuerpo comprende el dominio VH
y el dominio VL expuestos en las SEQ ID NO 12 y 14, respectivamente [E12v2].

3. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la molécula de
anticuerpo comprende el dominio CH3 expuesto en la SEQ ID NO: 115 [FS22-172-003], SEQ ID NO: 81 [FS22-053-
008], o SEQ ID NO: 90 [FS22-053-017].

4. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la molécula de
anticuerpo comprende la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo:

(i} FS22-172-003-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente;

(i) FS22-172-003-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 137 y 28, respectivamente;
(i) F$22-172-003-AA/G12v2 expuesto en las SEQ ID NO 140 y 33, respectivamente;
(iv) FS22-053-008-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 143 y 17, respectivamente;
(v) F$22-053-008-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 146 y 28, respectivamente;
(vi) FS22-053-017-AA/E12v2 expuesto en las SEQ ID NO 152 y 17, respectivamente;
(vii) F$22-053-017-AA/E05v2 expuesto en las SEQ ID NO 153 y 28, respectivamente; o
(viii) F$22-053-017-AA/G12v2 expuesto en las SEQ ID NO 154 y 33, respectivamente.

5. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la molécula de
anticuerpo comprende la cadena pesada y la cadena ligera expuestas en las SEQ ID NO 134 y 17, respectivamente
[FS22-172-003-AA/E12v2].

6. La molécula de anticuerpo seguin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dominio CH3 de la
molécula de anticuerpo comprende ademas un resto de lisina adicional (K) en el extremo C inmediato de la secuencia
del dominio CHS3.

7. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 y 6, en donde:

(i} la molécula de anticuerpo se ha modificado para reducir o anular la unién del dominio CH2 de la molécula de
anticuerpo a uno més receptores Fcy; y/o

(i) la molécula de anticuerpo no se une a uno mas receptores Fcy.
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8. Una molécula o moléculas de acido nucleico que codifican la molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

9. Un vector o vectores que comprenden la molécula o moléculas de acido nucleico segun la reivindicacion 8.

10. Una célula huésped recombinante que comprende la(s) molécula(s) de acido nucleico segun la reivindicacién 8, o
el o los vectores segun la reivindicacion 9.

11. Un método para producir la molécula de anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que
comprende cultivar la célula huésped recombinante de la reivindicacién 10 en condiciones para la produccion de la
molécula de anticuerpo.

12. El método segun la reivindicacién 11, que comprende ademas aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo.

13. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de anticuerpo segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. La molécula de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en un método de
tratamiento del cancer en un individuo.
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