ES 2981272 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

v ~
> é ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 981 272
@Int. Cl.:

CO7K 16/46
CO7K 16/28
A61P 35/00
CO7K 16/12

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 22.09.2017 ~ PCT/NL2017/050634
Fecha y nimero de publicacién internacional: 29.03.2018 WO018056821

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 22.09.2017 E 17785041 (9)
@ Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 28.02.2024  EP 3515951

Titulo: Moléculas de uniéon que modulan una actividad biolégica expresada por una célula

Prioridad: @ Titular/es:

23.09.2016 EP 16190499 MERUS N.V. (100.0%)
Uppsalalaan 17,3e en 4e verdieping

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 3584 CT Utrecht, NL
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

08.10.2024 GEUIJEN, CECILIA ANNA WILHELMINA:
THROSBY, MARK;

DE KRUIF, CORNELIS ADRIAAN;
KLOOSTER, RINSE;

TACKEN, PAULUS JOHANNES y
LOGTENBERG, TON

@ Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2981272713

DESCRIPCION
Moléculas de unién que modulan una actividad biolégica expresada por una célula

La invencién se refiere al campo de las moléculas de unién. En particular se refiere al campo de los anticuerpos
biespecificos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades que implican células aberrantes. Mas en
particular se refiere a anticuerpos biespecificos que se unen a una parte extracelular de PD-L1y a un miembro
de la superfamilia de receptores de TNF CD137, y de este modo modulan una actividad biolégica expresada
por una célula.

El cancer sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, a pesar de los
numerosos avances que se han realizado en el tratamiento de la enfermedad y del mayor conocimiento de los
acontecimientos moleculares que conducen al cancer. Es la segunda causa de muerte en el mundo. De acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer fue responsable de 8.8 millones de muertes en 2015. A
nivel mundial, casi 1 de cada 6 muertes se debe al cancer. El cancer colorrectal (CRC), por ejemplo, es el
tercero més frecuente en todo el mundo. En 2008, se diagnosticé a 1.23 millones de personas con la
enfermedad. Es el segundo cancer mas frecuente en Europa, con unos 447,000 nuevos casos diagnosticados
en 2012 (el 13 % del total). El cancer colorrectal es la cuarta causa mas frecuente de muerte por cancer, se
estima que es responsable de 608.000 muertes (148.000 en la UE) al afio. Aunque se han desarrollado algunos
tratamientos nuevos para el CRC, muchos no han superado las pruebas clinicas; el CRC metastésico sigue
siendo en gran medida incurable.

Tradicionalmente, la mayor parte del descubrimiento de farmacos contra el cancer se ha centrado en agentes
que bloquean funciones celulares esenciales y matan las células en divisién. Sin embargo, en los casos de
cancer avanzado, por muy agresiva que sea su aplicacién, incluso hasta el punto de que los pacientes sufren
efectos secundarios del tratamiento que ponen en peligro su vida, la quimioterapia rara vez produce una
curacién completa. En la mayoria de los casos, los tumores de los pacientes dejan de crecer o se reducen
temporalmente (lo que se conoce como remisién) s6lo para empezar a proliferar de nuevo, a veces mas
rapidamente (lo que se conoce como recaida), y volverse cada vez mas dificiles de tratar. Mas recientemente,
el enfoque del desarrollo de fArmacos contra el cancer se ha movido de la quimioterapia citotéxica general
hacia las terapias citostéticas dirigidas con menos toxicidad. El tratamiento del cancer avanzado se ha validado
clinicamente en la leucemia y en algunos otros tipos de cancer. Sin embargo, en la mayoria de los carcinomas,
los enfoques dirigidos siguen sin ser lo bastante eficaces para abolir por completo el cdncer en la mayoria de
los pacientes. El melanoma es otro ejemplo de cancer muy frecuente. Cuando la deteccién no es lo
suficientemente temprana, es probable que el cancer haga metastasis, estadio en el que es muy dificil de tratar.
Se ha mostrado que los tratamientos de intervencién inmunitaria son eficaces al menos para algunos de los
pacientes con melanoma metastéasico. El cancer de pulmén de células no pequefias es un tipo de cancer que
rara vez se descubre en un estadio lo bastante temprano como para cirugia. También estos tipos de cancer se
han tratado con éxito con tratamientos de intervencién inmunitaria.

El direccionamiento de los canceres se ha logrado utilizando una variedad de métodos diferentes que incluyen
por ejemplo moléculas pequefias dirigidas hacia las proteinas de sefializacién de las cuales depende el cancer
para supervivencia y/o crecimiento; las vacunas con proteinas especificas del tumor; terapias celulares con
células inmunitarias que destruyen activamente las células tumorales y anticuerpos que dirigen moléculas
citotéxicas al tumor; interfieren con la sefializacién y/o (re)dirigen el sistema inmunitario del huésped hacia las
células tumorales. Los anticuerpos monoclonales que bloquean los ejes CTLA-4 o PD-1 han mostrado inducir
respuestas clinicas duraderas en un subconjunto de pacientes con melanoma, NSCLC, carcinoma de células
renales y carcinoma urotelial.

La presente invencién proporciona medios y métodos novedosos para (re)dirigir componentes del sistema
inmunitario. La invencién también se refiere a medios y métodos para modular una actividad bioldgica
expresada por las células.

Resumen de la invencién
La presente invencién es como se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto.

La invencién proporciona un método para estimular la actividad de CD 137 como el miembro de la superfamilia
de receptores de TNF en una célula que comprende proporcionar una primera y una segunda célula de la cual
la primera célula tiene dicho CD137 como miembro en la membrana celular y dicha segunda célula tiene PD-
L1 como una segunda proteina de membrana en la membrana celular, el método comprende poner en contacto
dichas células con un anticuerpo biespecifico que comprende dos dominios variables, en los que un dominio
variable comprende un primer sitio de unién a antigeno que puede unir una parte extracelular de CD137 y otro
dominio variable comprende un segundo sitio de unién a antigeno que puede unir una parte extracelular de
PD-L1, estimulando de esta manera la actividad de CD137, en dicha primera célula, en la que dicho anticuerpo
biespecifico se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto, y en el que el método no comprende el
tratamiento en un cuerpo humano o animal. En algunas realizaciones, dicho método es un método in vitro.
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Dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF es CD137. Dicha segunda proteina de membrana es
PD-L1.

La invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico como se define en el conjunto de reivindicaciones
adjunto. Dicho anticuerpo biespecifico comprende un sitio de unién a antigeno que puede unir una parte
extracelular de CD137 en una primera célula y un segundo sitio de unién a antigeno que puede unir una parte
extracelular de PD-L1 en una segunda célula, estimulando de esta manera la actividad de CD137, en el que
dicho anticuerpo biespecifico se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto

El anticuerpo biespecifico como se define en las reivindicaciones adjuntas comprende un sitio de unién a
antigeno que puede unir una parte extracelular de CD137 como el miembro de la superfamilia de receptores
de TNF y un sitio de unién a antigeno que puede unir PD-L1 como el miembro de la familia B7. En algunas
realizaciones los sitios de unién a antigeno de dicho anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién
consisten en un sitio de unién a antigeno que puede unir una parte extracelular de CD137 como el miembro de
la superfamilia de receptores de TNF y un sitio de unién a antigeno que puede unir PD-L1 como el miembro de
la familia B7. En algunas realizaciones dicho anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién no tiene mas
de dos sitios de unién a antigeno.

Un anticuerpo biespecifico como se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto comprende una regién
variable de cadena pesada que tiene la secuencia

QVQLVQSGAEVKKPGASVRVSCRVSGYTLSELSIHWVRQAPGROVEWMGGEY
PEDVEPIYARKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELNSLRSEDTAVYYCAAEGFDNYG
SGIRGNWEDPWGQOGTLVTVSS

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGY TLTELSMHWVRQSPGKGLEWMGSEY
PEDGETIVAQKFQGRITMTEDTSADTAYMELSSLRSEDTAVYYCATEGVGVIRG
NWEFDPWGQOGTLVTVSS,
EVRQLVQSGAEVEKKPGASVRKVSCKVSGYTLTKLSMHWVRQAPGRGLEWMGGHE
PEDGETINAQKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDLRLGASY
YYSYMDVWGRGTMVTVSS,

0 QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGVGVYNWIRQPPGEALEWLALIYW
NDDTYYSPSLKSRLTITKDTSKNQWLTMTNMDPVDTATYYCAHEGIIGFLGGN WFDPWGQGTLVTVSS y una
region variable de cadena ligera comun que tiene la secuencia

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWY QQKPGKAPKLLIYAASSLQ
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPPTFGQGTKVEIK. En una realizacion preferida la
cadena pesada comprende una regién contante de un anticuerpo de IgG1, preferiblemente un anticuerpo de
IlgG1 humano. En una realizacién preferida la regién CH2 de dicha regién contante de IgG1 esta disefiada por
ingenieria para reducir la actividad de ADCC y/o CDC del anticuerpo. En una realizacién preferida la regién
CH2 comprende una secuencia como se representa en la figura 2E. En una realizacién preferida la regién CH3
del anticuerpo esta disefiada por ingenieria para facilitar la heterodimerizacién de las cadenas pesadas. En una
realizacién preferida una cadena pesada comprende una secuencia como se representa en la figura 2F y otra
cadena pesada comprende una secuencia como se representa en la figura 2G.

También se proporciona un anticuerpo biespecifico como se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto
para uso en el tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad que implica células aberrantes tales como
cancer o tiene una infeccién crénica con un virus o parasito, el método comprende administrar dicho anticuerpo
biespecifico al individuo que lo necesita.

La invencién proporciona ademés un anticuerpo biespecifico como se define en el conjunto de reivindicaciones
adjunto, para uso en el tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad que implica células aberrantes
tales como cancer, o una infeccidén crénica con un virus o parasito.

En una realizacion preferida el parasito es un parésito intracelular.

Ademas se proporciona un método para estimular una respuesta inmunitaria en un individuo contra una célula
aberrante en dicho individuo, el método comprende proporcionar (administrar a) dicho individuo un anticuerpo
biespecifico de la invencién. La célula aberrante es preferiblemente una célula de cancer, una célula infectada
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por un virus, un parasito o una célula infectada por un parasito. En una realizacién preferida la célula es una
célula de cancer o una célula neoplasica.

Descripcidn detallada de la invencién

La superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFRSF) es un grupo de receptores. Se
caracterizan normalmente por la capacidad de unirse a factores de necrosis tumoral (TNF) a través de un
dominio extracelular rico en cisteina. Con la excepcidn del factor de crecimiento nervioso (NGF), todos los TNF
son homélogos al arquetipo TNF-alfa. En su forma activa, la mayoria de los receptores del TNF forman
complejos triméricos en la membrana plasmatica. De acuerdo con lo anterior, la mayoria de los receptores del
TNF contienen dominios transmembrana (TMD) y se localizan en la membrana celular. Sin embargo, algunos
se pueden escindir en formas solubles (por ejemplo TNFR1), y algunos carecen totalmente de TMD (por
ejemplo DcR3). Un anticuerpo de la invencién que se une a un miembro de la superfamilia de receptores del
TNF se une a un miembro de la superfamilia unido a la membrana. Los miembros que existen sélo en formas
que no estan asociadas con la membrana celular no estédn dentro del alcance de la presente invencién.

Los receptores del TNF estan implicados en la sefializacion hacia el interior de la célula tras la unién del ligando
del receptor. Algunos receptores requieren proteinas adaptadoras especificas como TRADD, TRAF, RIP y
FADD para la sefializaciéon en direccién descendente. Se conocen varios miembros de la superfamilia TNF.
Estos incluyen el receptor 1 del factor de necrosis tumoral; receptor 2 del factor de necrosis tumoral; receptor
beta de la linfotoxina; OX40; CD40; receptor Fas; CD27; CD30; CD137; receptor de muerte 3; receptor de
muerte 4; receptor de muerte 5; receptor de muerte 6; RANK; TROY; receptor BAFF; antigeno de maduracién
de células B (BCMA) y una proteina activadora transmembrana y moduladora del calcio que interactta con el
ligando de la ciclofilina (TACI).

El miembro de la superfamilia de receptores de TNF de la presente invencién es CD137.

EI CD137 se puede expresar por células T activadas. También se encuentra en otras células tales como células
dendriticas, células destructoras naturales, granulocitos y células de la pared de los vasos sanguineos en sitios
de inflamacién. La proteina es conocida por su actividad coestimuladora para la activacién de las células T. El
CD137 se conoce bajo una serie de diferentes nombres tales como: TNFRSF9; Miembro 9 de la Superfamilia
de Receptores de TNF; Miembro 9 de la Superfamilia del Receptor del Factor de Necrosis Tumoral;, Homélogo
del antigeno de células T 4-1BB; Receptor de Ligando 4-1BB; ILA de Antigeno de células T; Antigeno CD137,
CDw137; ILA; Receptor Activado por Interleucina, Homélogo del Ratdén Ly63; Inducido por Activacién
Linfocitaria (ILA); Homélogo del Ratén 4-1BB; Proteina Receptora 4-1BB; ILA de Antigeno de Células T; y 4-
1BB. Ids externos para CD137 son HGNC: 11924; Entrez Gene: 3604; Ensembl: ENSG00000049249; OMIM:
602250; y UniProtkB: Q07011. CD137 es un receptor inducible mas cominmente regulado al alza en las células
T CD8+ activadas. La sefializacién de CD137 mejora la funcién de las células T al activar NF-kB [Arch et al,
1998]. Otros tipos de células inmunitarias que incluyen las células T CD4+, los monocitos, las células B, las
subpoblaciones de células dendriticas (DC), los granulocitos y las células NK, pueden expresar CD137 a varios
niveles [Shao et al, 2011]. En los monocitos, CD137 es inducible por activacién con lipopolisacérido (LPS) e IL-
1B. En los linfocitos B, la expresién de CD137 es inducida por anticuerpos contra la inmunoglobulina de la
superficie celular y por la transformacién con EBV. En las DC, la ligadura de CD137 induce su maduracién a
través de la regulacion al alza de las moléculas coestimuladoras de B7 (CD80 y CD86), ademés de mejorar su
produccién de citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-12) y su supervivencia [Makkouk et al, 2015]. La funcién natural
de la ligadura de CD137 en neutréfilos es el incremento de la fagocitosis de infecciones bacterianas y
parasitarias. Ademas, la ligadura de CD137 bloquea las sefiales anti-apoptosis mediadas por los receptores IL-
3/IL-5/GM-CSF en neutrdfilos y eosinéfilos in vitro, impidiendo de esta manera la acumulacién de granulocitos
[Simon, 2001; Vinay et al, 2011]. En las células no linfoides tales como los condrocitos, las células endoteliales
y las células tumorales, la expresion de CD 137 es impulsada por la estimulacién de citocinas tales como la IL-
1B para los condrocitos, las citocinas inflamatorias TNFalfa/IFNy/IL-1 para las células endoteliales e IFNy para
las células tumorales. El ligando que estimula el CD137 (CD137L) se expresa en las células presentadoras de
antigeno activadas. CD137 existe en la membrana como monémeros y dimeros [Pollok et al, 1993]. El
documento WO2016110584 describe anticuerpos biespecificos dirigidos contra CD137xCDA40.

La familia B7 comprende una serie de proteinas de superficie celular estructuralmente relacionadas, que se
unen a receptores en los linfocitos que regulan las respuestas inmunitarias. La activacién de los linfocitos se
inicia mediante el acoplamiento de receptores de células T o receptores de células B especificos de antigeno
en la superficie celular. Las sefiales suministradas adicionales simultdneamente por los ligandos B7 determinan
la respuesta inmunitaria de estas células. Los miembros de la familia B7 suministran estas sefales
denominadas ‘coestimuladoras’ o ‘coinhibidoras’ a través de la familia de receptores CD28 en los linfocitos. La
unién de los miembros de la familia B7 con los receptores costimuladores aumenta las respuestas inmunitarias,
y la unién con los receptores coinhibidores atenuda las respuestas inmunitarias. Actualmente se considera que
los siguientes miembros forman parte de esta familia: B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), ligando costimulador inducible
(ICOS-L), ligando 1 de muerte programada (PD-L1), ligando 2 de muerte programada (PD-L2), B7-H3 (CD276),
B7-H4, B7-HS5, B7-H6 y B7-H7. Los miembros de la familia B7 se expresan en tejidos linfoides y no linfoides.
Los efectos de los miembros en la regulacién de las respuestas inmunitarias se muestran en el desarrollo de
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inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunitarias en ratones con mutaciones en los genes de la familia B7.
La manipulacidn de las sefiales suministradas por los ligandos B7 ha mostrado su potencial en el tratamiento
de la autoinmunidad, las enfermedades inflamatorias y el cancer. El miembro de la familia B7 de la presente
invencién es PD-L1.

Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién que se une a una parte extracelular de CD137 como
miembro de la superfamilia de receptores de TNF y a una parte extracelular de PD-L1 como miembro de la
familia B7 proporciona la ventaja de que se puede promover particularmente bien una respuesta inmunitaria
deseada, ya que los miembros de la familia B7 suministran sefiales ‘coestimuladoras’ o ‘coinhibidoras’ a los
linfocitos, aumentando o atenuando de esta manera una respuesta inmunitaria. Por lo tanto, al dirigir a un
miembro de la familia B7 es posible mejorar las sefiales estimuladoras y/o contrarrestar las sefiales inhibidoras,
induciendo o mejorando de esta manera una respuesta inmunitaria deseada, por ejemplo contra células
aberrantes.

PD-L1 es una proteina transmembrana de tipo 1 que desempefia una funcién en la supresién de una respuesta
inmunitaria durante acontecimientos particulares tales como el embarazo, los aloinjertos de tejidos, las
enfermedades autoinmunitarias y otros estados de enfermedad tales como la hepatitis. PD-L1 se expresa en
varios tipos de céncer, especialmente en NSCLC (Boland et al.,, 2013; Velcheti et al,, 2014), melanoma,
carcinoma de células renales, cancer géstrico, hepatocelular, asi como en varias leucemias y mieloma mdltiple
(Bernstein etal., 2014; Thompson et al., 2005). PD-L1 esta presente en el citoplasma y la membrana plasmatica
de las células cancerosas, pero no todos los canceres ni todas las células de un tumor expresan PD-L1 (Dong
et al., 2002). Multiples células del microambiente tumoral contribuyen a la supresién inmunitaria al regular al
alza la expresiéon de PD-L1. Este efecto se denomina “resistencia inmunitaria adaptativa”, porque el tumor se
protege a si mismo al inducir PD-L1 en respuesta al IFN-y producido por las células T activadas (Sharma et al.,
2017). PD-L1 también se puede regular por oncogenes, este mecanismo se conoce como resistencia inmune
inherente (Akbay et al, 2013). Dentro del microambiente tumoral, PD-L1 también se expresa en células
mieloides y células T activadas (Tumeh et al., 2014). La expresién de PD-L1 es inducida por multiples moléculas
proinflamatorias, que incluyen los tipos | y Il de IFN-y, TNF-a, LPS, GM-CSF y VEGF, asi como las citocinas
IL-10 e IL-4, el IFN-y es el inductor més potente (Kondo et al., 2010; Sznol y Chen, 2013).

La unién de PD-L1 a PD-1 o B7.1 (CD80) transmite una sefial inhibidora que reduce la proliferacién de las
células T que expresan PD-1. Se considera que PD-1 puede controlar la acumulacidén de células T especificas
de antigenos extrafios a través de la apoptosis. Se considera que PD-1 puede controlar la acumulacién de
células T especificas de antigenos extrafios mediante la apoptosis. PD-L1 se expresa en diversas células
cancerosas y se considera que la expresién de la misma es responsable al menos en parte de la atenuacién
de la respuesta inmunitaria contra la célula cancerosa. PD-L1 es un miembro de la familia de proteinas B7 y se
conoce bajo una variedad de otros nombres tales como Molécula CD274; Antigeno CD274; Homélogo 1 de B7,
Ligando 1 de PDCD1; PDCD1LG1; PDCD1L1; B7H1; PDL1; Ligando 1 de Muerte Celular Programada; Ligando
1 de Muerte Programada; B7-H1; y B7-H. Los Id externos para CD274 son HGNC: 17635; Entrez Gene: 29126;
Ensembl: ENSG00000120217; OMIM: 605402; UniProtKB: Q9NZQ7.

PD-L2 es un segundo ligando para PD-1. El acoplamiento de PD-1 por PD-L2 inhibe la proliferacién mediada
por el receptor de células T (TCR) y la produccién de citocinas por las células T CD4+. A bajas concentraciones
de antigeno, la unién PD-L2/PD-1 inhibe las sefiales B7-CD28. A altas concentraciones de antigeno, la unién
PD-L2/PD-1 reduce la produccién de citocinas. La expresién de PD-L se regula al alza en las células
presentadoras de antigeno por el tratamiento con interfer6n gamma. Se expresa en algunos tejidos normales
y en una variedad de tumores. Se considera que PD-L1y PD-L2 tienen funciones que se solapan y regulan las
respuestas de las células T. La proteina se conoce bajo una serie de nombres tales como Ligando 2 de la
Muerte Celular Programada 1; Molécula de Células Dendriticas B7; Ligando 2 de la Muerte Programada;
Butirofilina B7-DC; Ligando 2 de PDCD1; Ligando 2 de PD-1; PDCD1L2; B7-DC; CD273; B7DC; PDL2; Ligando
2 de PD-1; Antigeno CD273; BA574F11.2; y Btdc. Los Id externos para PD-L2 son HGNC: 18731; Entrez Gene:
80380; Ensembl: ENSG00000197646; OMIM: 605723; y UniProtKB: Q9BQ51.

La proteina de Muerte Celular Programada 1 (PD-1) es un receptor de superficie celular que pertenece a la
familia de receptores CD28 y se expresa en células T y células pro-B. Actualmente se sabe que PD-1 se une
a dos ligandos, PD-L1 y PD-L2. PD-1, que funciona como un punto de control inmunitario, desempefia una
funcién importante en la regulacién del sistema inmunitario al inhibir la activacién de las células T, lo que a su
vez reduce la autoinmunidad y promueve la autotolerancia. Se considera que el efecto inhibidor de PD-1 se
consigue a través de un mecanismo doble de promocién de la apoptosis (muerte celular programada) en las
células T especificas de antigeno de los ganglios linfaticos al tiempo que reduce la apoptosis en las células T
reguladoras (células T supresoras). La PD-1 también se conoce bajo una serie de diferentes alias tales como
PDCD1; Muerte Celular Programada 1; Susceptibilidad al Lupus Eritematoso Sistémico 2; Proteina PD-1; HPD-
1, PD1; Proteina de Muerte Celular Programada 1; Antigeno CD279; CD279; HPD-L; HSLE1; SLEBZ2; y PD-1.
Los Id externos para PD-1 son HGNC: 8760; Entrez Gene: 5133; Ensembl: ENSG00000188389; OMIM:
600244; y UniProtkB: Q15116. Las nuevas clases de farmacos que bloquean la actividad de PD-1, los
inhibidores de PD-1, activan el sistema inmunitario para que ataque a los tumores y, por tanto, se utilizan con
éxito para tratar algunos tipos de céncer.
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La referencia a los identificadores de secuencia se hace para identificar la proteina a la que se dirige. Un
anticuerpo biespecifico de la invencién también reconoce al menos algunas variantes de la misma tales como
variantes alélicas, variantes de empalme y variantes mutantes de la misma siempre que el epitopo reconocido
por el dominio variable respectivo del anticuerpo no se haya visto afectado. Algunos de los nombres alternativos
pueden o no haberse utilizado también para referirse a otras proteinas. Los nombres se dan sélo con fines de
referencia. Un anticuerpo de la invencién se une a la proteina como se expresa en las células. También se
puede unir a variantes de la proteina siempre que el epitopo al que se une la molécula de unién esté disponible.
Por lo tanto las variantes de empalme o las proteinas mutantes (si las hay) también se unirdn siempre que el
epitopo esté disponible. El hecho de que la molécula de unién se una a la proteina indicada significa que se
puede unir a la proteina como propiedad y no implica que la molécula de unién esté realmente unida a la diana,
aunque puede estarlo. Tampoco significa que el anticuerpo no se una a otras proteinas. Dicha reactividad
cruzada no se conoce en la actualidad para un anticuerpo de la presente invencion; sin embargo, no se excluye
expresamente que pueda existir dicha reactividad cruzada.

El anticuerpo biespecifico de la invencién se une a dos dianas. Los anticuerpos biespecificos tienen sitios de
unién (sitios de unién a antigeno) con los que se unen las dianas. El anticuerpo biespecifico comprende dos o
mas dominios que tienen un sitio de unién para la diana (antigeno), preferiblemente un sitio de unién por
dominio. Dichos dominios son dominios variables de anticuerpos. Los dominios variables de anticuerpos han
sido objeto de mucha investigacion. Se fabrican muchas variantes que se asemejan a los dominios variables o
a partes de los mismos que conservan la especificidad de unién de un dominio variable normal. En el presente
documento se describen ejemplos no limitantes de dichas variantes.

En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico de la invencién es un conjugado o una proteina de fusién.
En el caso de los anticuerpos, la tecnologia de fabricacién de anticuerpos multiespecificos ha progresado hasta
incluir también anticuerpos biespecificos que tienen la misma estructura general que un anticuerpo
monoespecifico normal, pero en los que cada uno de los dos brazos del anticuerpo se une a una diana diferente.

Como se utiliza en el presente documento, el término “conjugado” se refiere a dos 0 mas moléculas que se han
unido covalentemente, opcionalmente mediante una regién de ligamiento. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un conjugado es una primera fracciéon proteica o no proteica unida a una segunda fraccién
proteica o no proteica mediante una regién de ligamiento. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la invencién
comprende o consiste en dos 0 mas anticuerpos que se han unido covalentemente. Un conjugado no se limita
a una primera y segunda fraccién, sino que en algunas realizaciones también puede tener una tercera, cuarta
0 més fracciones unidas por otras regiones de ligamiento. Como se describe en otras partes de esta solicitud,
los ejemplos de fracciones proteicas incluyen, pero no se limitan a: un polipéptido, un peptidomimético o un
anticuerpo (o parte, derivado o analogo de anticuerpo, como se describe en otras partes en la solicitud). Los
ejemplos de fracciones no proteicas incluyen, pero no se limitan a los aptdmeros. Se pueden utilizar numerosos
tipos de ligador, y el ligador se seleccionara para que sea apropiado de acuerdo con los tipos de moléculas en
el conjugado y de las propiedades deseadas del ligador (longitud, flexibilidad, resistencia a la actividad proteasa
y otras caracteristicas similares). Dichos ligadores pueden comprender nucleétidos, polipéptidos o un material
sintético adecuado. Por ejemplo, un ligador puede ser un ligador de péptido flexible. En ciertas realizaciones,
el ligador puede ser un ligador escindible, que permite que las partes del conjugado se separen entre si. En
otras realizaciones, un ligador de péptido puede ser un ligador helicoidal. Se conocen varios ejemplos y kits
para unir proteinas y otras moléculas en la técnica.

Como se utiliza en el presente documento, el término “proteina de fusién” se refiere a una proteina que
comprende dos 0 més polipéptidos o proteinas que se han unido a nivel del ADN por recombinacién y se
expresan juntos como un Unico polipéptido. Una proteina de fusién también puede comprender una regién de
ligamiento de péptido también codificada por el ADN y expresada junto con la proteina de fusién. Un ligador de
péptido que forme parte de una proteina de fusién se puede disefiar para que tenga caracteristicas particulares
tales como flexibilidad, hidrofilicidad, resistencia a las proteasas, capacidad de escision, etc. Todas estas
propiedades se pueden disefiar dentro de la secuencia de ADN y los métodos para disefiar ligadores son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden ligar mediante métodos bien conocidos en la
técnica, y como se describe en el presente documento, para formar anticuerpos biespecificos o multidirigidos.
Ademas, los anticuerpos biespecificos se pueden construir mediante diversos métodos conocidos en la técnica,
por ejemplo al utilizar tecnologia tal como Biclonics® (véase por ejemplo el documento WO 2013/157954). Un
anticuerpo monoclonal biespecifico (BsMAb, BsAb) comprende normalmente dominios de unién de dos
anticuerpos monoclonales diferentes y en consecuencia se une a dos epitopos diferentes. Las moléculas
Biclonics®, pero también otros anticuerpos de IgG biespecificos de longitud completa tienen dos especificidades
de unién a antigeno diferentes codificadas por dos regiones variables diferentes de una molécula IgG de
longitud completa de un Fab de un scFv. Los Biclonics® se pueden producir por cotransfeccion de células
individuales con construcciones genéticas que codifican dos anticuerpos de cadena ligera comun (cLC)
diferentes como se detalla en otra parte del presente documento. La ingenieria de CH3 garantiza una
heterodimerizacion eficiente y la formacidén de anticuerpos biespecificos esencialmente puros.

Los anticuerpos se unen normalmente a su diana a través del denominado sitio de unién a antigeno. Un sitio
de unidén a antigeno no modificado estd normalmente formado por y presente en el dominio variable del
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anticuerpo. El dominio variable contiene dicho sitio de unién a antigeno. Un dominio variable que se une a un
antigeno es un dominio variable que comprende un sitio de unidén a antigeno que se une al antigeno.

El dominio variable del anticuerpo, como se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto, comprende una
regioén variable de cadena pesada (VH) y una regién variable de cadena ligera (VL). El sitio de unién a antigeno
puede estar presente en el dominio variable VH/VL combinado, o sélo en la regién VH o sélo en la regién VL.
Cuando el sitio de unién a antigeno esta presente en una de las dos regiones del dominio variable, la regién
variable homéloga puede contribuir al plegamiento y/o estabilidad de la regién variable de unién, pero no
contribuye significativamente a la unién del antigeno en si mismo.

Como se utiliza en el presente documento, la unién a antigeno se refiere a la capacidad de unién tipica de un
anticuerpo a su antigeno. La unién de un anticuerpo a un antigeno se puede evaluar de varias maneras. Una
forma es incubar el anticuerpo con el antigeno (preferiblemente células que expresan el antigeno), eliminar el
anticuerpo no unido (preferiblemente mediante una etapa de lavado) y detectar el anticuerpo unido mediante
un anticuerpo marcado que se une al anticuerpo unido.

La unidén a antigeno por un anticuerpo esta normalmente mediada a través de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) del anticuerpo y la estructura tridimensional especifica tanto del antigeno como del
dominio variable que permite que estas dos estructuras se unan con precisién (una interaccién similar a la de
una cerradura y una llave), a diferencia de la adhesién aleatoria, no especifica de proteinas. Como un
anticuerpo reconoce normalmente una parte de un antigeno denominada epitopo de un antigeno, y como dicho
epitopo puede estar presente también en otros compuestos, los anticuerpos de acuerdo con la presente
invencién pueden reconocer también otras proteinas, si dichos otros compuestos contienen el mismo epitopo.
Por lo tanto, el término “unién” no excluye la unién de los anticuerpos a otra proteina o proteinas que contiene(n)
el mismo epitopo. Dicha(s) otra(s) proteina(s) no es(son) preferiblemente una proteina humana.

Un anticuerpo biespecifico de la invencién normalmente no se une a otras proteinas que no sean la proteina
diana especificada en la membrana de las células de un humano postnatal, preferiblemente adulto.

El término “anticuerpo”’, como se utiliza en el presente documento, significa una molécula proteinica,
preferiblemente perteneciente a la clase de proteinas inmunoglobulina, que contiene uno o mas dominios
variables que se unen a un epitopo en un antigeno, donde dichos dominios se derivan o comparten homologia
de secuencia con el dominio variable de un anticuerpo. Los anticuerpos para uso terapéutico son
preferiblemente lo mas parecidos posible a los anticuerpos naturales del sujeto que se va a tratar (por ejemplo
anticuerpos humanos para sujetos humanos). La unién de anticuerpos se puede expresar en términos de
especificidad y afinidad. La especificidad determina qué antigeno o epitopo del mismo se une especificamente
al dominio de unién. La afinidad es una medida de la fuerza de unién a un antigeno o epitopo particular.
Preferiblemente, la afinidad de los brazos separados de los anticuerpos esta en el rango nanomolar. Los
anticuerpos tales como los biespecificos comprenden normalmente los dominios constantes (parte Fc) de un
anticuerpo natural, que se puede disefiar por ingenieria como se describe en el presente documento, por
ejemplo para reducir la actividad ADCC y/o CDC. Un anticuerpo es un anticuerpo biespecifico de longitud
completa, preferiblemente de la subclase IgG humana.

Los términos ‘dominio variable’, ‘par VH/VL’, 'VH/VL’ se utilizan en el presente documento indistintamente. Un
dominio variable se compone de la regién variable de una cadena pesada y una regién variable de una cadena
ligera. La regi6n variable de una cadena pesada esta formada normalmente por una regién VDJ reordenada.
La regién variable de una cadena ligera est4 formada normalmente por una regién VJ reordenada. En la
actualidad las regiones VDJ/VJ también se pueden producir artificialmente utilizando por ejemplo la gran
cantidad de informacidn disponible sobre secuencias de anticuerpos funcionales.

En algunas realizaciones, un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién no tiene mas de dos sitios de
unién a antigeno. Esto significa que la parte de unién a antigeno de dicho anticuerpo consiste en dos sitios de
unién a antigeno, sin la presencia de sitios de unién a antigeno adicionales. Cada uno de los dos sitios de unién
a antigeno contiene un par de inmunoglobulinas VH/VL. Preferiblemente, la parte de unidén a antigeno de un
anticuerpo consiste en un dominio variable de inmunoglobulina que se puede unir a una parte extracelular de
CD 137 como el miembro de la superfamilia de receptores de TNF y un dominio variable de inmunoglobulina
que se puede unir a PD-L1 como la segunda proteina de membrana. Ciertas realizaciones preferidas son
inmunoglobulinas que tienen un formato IgG, lo que proporciona la ventaja de que las semividas de los
anticuerpos de unién bivalentes son normalmente mas largas en comparacién con los compuestos
multivalentes. Més auln, la inmunogenicidad de las moléculas de unién bivalente normalmente es menor en
comparacién con la de los compuestos multivalentes. Los anticuerpos de acuerdo con estas realizaciones
mantienen preferiblemente la estructura de las IgG naturales y, por lo tanto, mantienen todos los beneficios
asociados a esa estructura de las 19G naturales.

Como se utiliza en el presente documento, el término “multivalente” abarca tres o mas especificidades, lo que
esta presente, por ejemplo en las moléculas de unién trivalentes y tetravalentes.
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Como se utiliza en el presente documento, el término “sitio de unién a antigeno” significa un sitio de una
molécula de unién o anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de un antigeno. Dicho sitio de unién
a antigeno se deriva preferiblemente o comparte homologia de secuencia con el dominio variable de un
anticuerpo, en particular las regiones CDR del mismo. En algunas realizaciones preferidas, dicho sitio de unién
a antigeno es un dominio variable de inmunoglobulina, formado por un par VH/VL de inmunoglobulina. En otras
realizaciones, dicho sitio de unién a antigeno se deriva de un anticuerpo mimético, tal como por ejemplo de una
molécula afficuerpo, afilina, afimero, afitina, alfacuerpo, anticalina, avimero, DARPIn, finbmero, péptido de
dominio kunitz o0 monocuerpo, que se describieron en el presente documento anteriormente.

Un anticuerpo de la invencién es preferiblemente un anticuerpo de “longitud completa”. El término ‘longitud
completa’ de acuerdo con la invencién se define como un anticuerpo esencialmente completo, sin una o mas
fracciones agregadas artificialmente con un tamafio superior a 20 residuos de aminoécidos, tales como por
ejemplo sitios de unién a antigeno adicionales o sitios de activaciéon adicionales o ligandos adicionales o
fracciones de unién a ligando adicionales. Sin embargo, un anticuerpo completo no tiene necesariamente todas
las funciones de un anticuerpo intacto. Para evitar dudas, un anticuerpo completo contiene dos cadenas
pesadas y dos ligeras. Cada cadena contiene regiones constantes (C) y variables (V), que se pueden dividir en
dominios designados CH1, CH2, CH3, VH para la cadena pesada, y CL, VL para la cadena ligera. Los dominios
de las cadenas pesadas estan presentes preferiblemente en el orden de un anticuerpo natural (VH-CH1-CH2-
CHB3; lo que significa que el dominio VH es adyacente al dominio CH1, seguido por un dominio CH2 y
posteriormente seguido por un dominio CH3). Los dominios de las cadenas ligeras también se presentan
preferiblemente en el orden de un anticuerpo natural (VL-CL; lo que significa que el dominio VL es adyacente
al dominio CL). Un anticuerpo se une al antigeno a través de los dominios variables contenidos en la porcién
del fragmento Fab. El anticuerpo puede interactuar con moléculas y células del sistema inmunitario a través de
los dominios constantes, principalmente a través de la porcién Fc. En algunas realizaciones, un anticuerpo de
la invencién es una IgG, preferiblemente una IgG de longitud completa. Se prefieren los anticuerpos IgG de
longitud completa debido a su semivida normalmente favorable y al deseo de permanecer lo mas cerca posible
de moléculas totalmente autélogas (humanas) por razones de inmunogenicidad. En algunas realizaciones, un
anticuerpo de la invencién es un anticuerpo de IgG1 de longitud completa, un anticuerpo de IgG2 de longitud
completa, un anticuerpo de IgG3 de longitud completa o un anticuerpo de IgG4 de longitud completa.

Los anticuerpos de longitud completa de acuerdo con la invencién abarcan los anticuerpos en los que pueden
estar presentes mutaciones que proporcionan caracteristicas deseadas o son simplemente alternativas a las
de la cadena original. Dichas mutaciones no deben ser supresiones de porciones sustanciales de ninguna de
las regiones. Sin embargo, los anticuerpos en los que uno o varios residuos de aminoécidos son insertados,
suprimidos, sustituidos o una combinacién de los mismos, sin alterar esencialmente las caracteristicas de unién
a antigeno del anticuerpo resultante, se abarcan dentro del término “anticuerpo de longitud completa”. Por
ejemplo, un anticuerpo de IgG puede tener de 1-20 inserciones, sustituciones, supresiones de residuos de
aminoécidos o una combinacién de las mismas en la regién constante.

En una realizacidn preferida es un anticuerpo de IgG biespecifico con funcién efectora reducida. Un anticuerpo
de la invencién es preferiblemente un anticuerpo de IgG biespecifico de longitud completa, preferiblemente
mutado en la regidén bisagra CH2/inferior para reducir la funcién efectora. La IgG1 que se muta en la regién de
bisagra CH2/inferior para reducir la funcidn efectora se favorece por su larga semivida circulatoria en el hombre.
Para evitar cualquier inmunogenicidad en humanos, se prefiere que el anticuerpo biespecifico de acuerdo con
la invencién sea un anticuerpo humano.

El término “biespecifico” (bs) significa que una parte del anticuerpo (como se definié anteriormente) se une a
un epitopo de un antigeno, mientras que una segunda parte se une a un epitopo diferente del mismo antigeno
o de un antigeno diferente. Los epitopos diferentes normalmente estéan presentes en antigenos diferentes. Sin
embargo, los diferentes epitopos también pueden estar presentes en el mismo antigeno. De acuerdo con la
presente invencién, dicho primero y segundo antigenos son de hecho dos proteinas diferentes. Un anticuerpo
biespecifico preferido es un anticuerpo que comprende partes de dos anticuerpos monoclonales diferentes y,
de acuerdo con lo anterior, se puede unir a dos epitopos diferentes, preferiblemente en dos antigenos
diferentes. Dependiendo del nivel de expresién, localizacion (sub)celular y estequiometria de los dos antigenos
reconocidos por un anticuerpo biespecifico, ambos brazos Fab del anticuerpo se pueden o no unir
simultdneamente a su epitopo. Un brazo del anticuerpo biespecifico contiene normalmente el dominio variable
de un anticuerpo y el otro brazo contiene el dominio variable de otro anticuerpo (es decir, un brazo del
anticuerpo biespecifico estd formado por una cadena pesada emparejada con una cadena ligera mientras que
el otro brazo esta formado por una cadena pesada diferente emparejada con una cadena ligera). Las regiones
variables de cadena pesada del anticuerpo biespecifico de la invencién son normalmente diferentes entre si,
mientras que las regiones variables de cadena ligera son las mismas en los anticuerpos biespecificos de la
invencién. Un anticuerpo biespecifico en el que las diferentes regiones variables de cadena pesada estan
asociadas con la misma o una regién variable de cadena ligera, comun también se denomina como un
anticuerpo biespecifico con una regién variable de cadena ligera comuln (cLcv). Se prefiere que la regién
constante de la cadena ligera también sea la misma. Dichos anticuerpos biespecificos se denominan como que
tienen una cadena ligera comun (cLc). Por lo tanto se proporciona ademas un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invencién, en el que ambos brazos comprenden una cadena ligera comun.
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Los anticuerpos biespecificos descritos en el presente documento comprenden preferiblemente un dominio
variable de cadena ligera comun, preferiblemente una cadena ligera comun. El término “cadena ligera comun”
de acuerdo con la invencién se refiere a cadenas ligeras que pueden ser idénticas o tener algunas diferencias
de la secuencia de aminoacidos mientras que la especificidad de unién del anticuerpo de longitud completa no
se ve afectada. Es posible, por ejemplo dentro del alcance de la definicion de cadenas ligeras comunes como
se utiliza en el presente documento, preparar o encontrar cadenas ligeras que no sean idénticas pero que sigan
siendo funcionalmente equivalentes, por ejemplo, al introducir y probar cambios conservadores de
aminodacidos, cambios de aminoacidos en regiones que no contribuyen o sélo contribuyen parcialmente a la
especificidad de unién cuando se emparejan con la cadena pesada, y similares. Los términos ‘cadena ligera
comun’, ‘CL comun’, ‘cLC’, ‘cadena ligera Unica’ con o sin la adicién del término “reordenado” se utilizan en el
presente documento indistintamente. Los términos ‘regién variable de cadena ligera comun’, ‘VL comun’, ‘LCv
comun’, ‘cLCv', ‘VL Unica’ con o sin la adicién del término “reordenado” se utilizan en el presente documento
indistintamente. Es un aspecto preferido de la presente invencién que un anticuerpo biespecifico tenga una
cadena ligera comun (regién variable) que se pueda combinar con al menos dos, y preferiblemente una
pluralidad de cadenas pesadas (regiones variables) de diferente especificidad de unién para formar anticuerpos
con dominios funcionales de unién a antigeno (documentos W02004/009618, WO2009/157771). La cadena
ligera comun (region variable) es preferiblemente una cadena ligera humana (regién variable). Una cadena
ligera comun (regién variable) tiene preferiblemente una secuencia de linea germinal. Una secuencia de linea
germinal preferida es una regién variable de cadena ligera que se utiliza frecuentemente en el repertorio
humano y tiene buena estabilidad termodinamica, rendimiento y solubilidad. Una cadena ligera de linea
germinal preferida es 012. Una cadena ligera comun es preferiblemente la cadena ligera kappa humana de
linea germinal reordenada IgVk1-39*01/IGJk1*01 (Figura 1A). La regién variable de cadena ligera comun de
acuerdo con la invencion, es la regién variable de la cadena ligera kappa humana de linea germinal reordenada
IgVk1-39*01/1GJk1*01. Una cadena ligera comun comprende la regién variable de cadena ligera como se
representa en la figura 1B. La cadena ligera comin comprende ademas preferiblemente una regién constante
de cadena ligera, preferiblemente una regién constante de cadena ligera kappa. Un acido nucleico que codifica
la cadena ligera comln se puede optimizar en codones para el sistema celular utilizado para expresar la
proteina de cadena ligera comun. El acido nucleico codificante se puede desviar de una secuencia de acidos
nucleicos de linea germinal.

En una realizacién preferida, la cadena ligera comprende una regién de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoéacidos de un segmento génico O12/IgVk1-39*01 como se representa en la figura 1A. La
frase “cadena ligera O12” se utilizara a lo largo de la especificacidén como abreviatura de “una cadena ligera
que comprende una regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de un
segmento génico O12/IgVk1-39*01 como se representa en la figura 1A. IgVk1-39 es la abreviatura de Gen d
Inmunoglobulina Kappa Variable 1-39. El gen también se conoce como Inmunoglobulina Kappa Variable 1-39,;
IGKV139; IGKV1-39; O12a o0 012. Los Id externos del gen son HGNC: 5740; Entrez Gene: 28930; Ensembl:
ENSG00000242371. Las Figuras 1B y 1D describen dos secuencias preferidas para IgVk1-39 en combinacién
con una regién J, de las cuales la Figura 1B describe la secuencia de la invencién y la Figura 1D otra secuencia
IgVk1-39 en combinacién con una regién J. Las secuencias unidas se indican como IGKV1-39/jk1 e IGKV1-
39/jk5; los nombres alternativos son IgVk1-39*01/1GJk1*01 o IgVk1-39*01/IGJk5*01 (nomenclatura de acuerdo
con la base de datos mundial IMGT en imgt.org).

Se prefiere que la O12/IgVk1-39*01 que comprende la region variable de cadena ligera sea una secuencia de
linea germinal. Se prefiere ademas que la IGJkK1*01 o /IGJk5*01 que comprende la regién variable de cadena
ligera sea una secuencia de linea germinal. En una realizacién preferida, las regiones variables de cadena
ligera IGKV1-39/jk1 o IGKV1-39/jk5 son secuencias de linea germinal.

En una realizacidén preferida, la regién variable de cadena ligera comprende una linea germinal 012/IgVk1-
39*01. En una realizacién preferida, la regién variable de cadena ligera comprende la cadena ligera kappa
IgVk1-39*01/1GJk1*01. La regidén variable de cadena ligera comprende preferiblemente una cadena ligera
kappa de linea germinal IgVk1-39*01/1GJk1*01.

Las células B maduras que producen un anticuerpo con una cadena ligera 012 a menudo producen una cadena
ligera que se ha sometido a una 0 mas mutaciones con respecto a la secuencia de la linea germinal, es decir,
la secuencia normal en las células no linfoides del organismo. El proceso que es responsable de estas
mutaciones a menudo se denomina (hiper)mutacién somatica. La cadena ligera resultante se denomina cadena
ligera madurada por afinidad. Dichas cadenas ligeras, cuando derivan de una secuencia de linea germinal 012
son cadenas ligeras derivadas de O12. En esta especificacién, la frase “cadenas ligeras O12” incluira las
cadenas ligeras derivadas de O12. Las mutaciones que se introducen por hipermutacién soméatica también, por
supuesto, e pueden introducir artificialmente en el laboratorio. En el laboratorio también se pueden introducir
otras mutaciones sin afectar a las propiedades de la cadena ligera en especie, no necesariamente en cantidad.
Una cadena ligera es al menos una cadena ligera 012 si comprende una secuencia como la representada en
la figura 1A, figura 1B; figura 1D o figura 1E con 0-10, preferiblemente 0-5 inserciones, supresiones,
sustituciones, adiciones de aminoacidos 0 una combinacién de las mismas. En una realizacién preferida la
cadena ligera 012 es una cadena ligera que comprende una secuencia como se representa en la figura 1A; 1B;
1D o 1E con 0-9, 0-8, 0-7, 0-6, 0-5, 0-4 inserciones, supresiones, sustituciones, adiciones de aminoéacidos o
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una combinacién de las mismas. En una realizacién preferida la cadena ligera 012 es una cadena ligera que
comprende una secuencia como se representa en la figura 1A, figura 1B; figura 1D o figura 1E con 0-5,
preferiblemente 0-4, méas preferiblemente 0-3 inserciones, supresiones, sustituciones, adiciones de
aminoécidos o una combinacién de las mismas. En una realizacién preferida la cadena ligera 012 es una
cadena ligera que comprende una secuencia como se representa en la figura 1A, figura 1B; figura 1D o figura
1E con 0-2, mas preferiblemente 0-1, lo mas preferiblemente O inserciones, supresiones, sustituciones,
adiciones de amino&cidos 0 una combinacién de las mismas. En una realizacién preferida la cadena ligera 012
es una cadena ligera que comprende una secuencia como se representa en la figura 1A con las inserciones,
supresiones, sustituciones, adiciones de aminoacidos mencionadas o una combinacién de las mismas. En una
realizacion preferida la cadena ligera comprende la secuencia de la figura 1A. La regién variable de cadena
ligera de la invencién comprende la secuencia de la figura 1B.

La cadena ligera comun (regién variable) puede ser una cadena ligera lambda y, por lo tanto, también se
proporciona en el contexto de la invencién, sin embargo, se prefiere una cadena ligera kappa. La parte
constante de una cadena ligera comun de la invencién puede ser una regién constante de una cadena ligera
kappa o lambda. Es preferiblemente una regidén constante de una cadena ligera kappa, preferiblemente en la
que dicha cadena ligera comln es una cadena ligera de linea germinal, preferiblemente una cadena ligera
kappa humana de linea germinal reordenada que comprende el segmento génico IgVKI-39, més
preferiblemente la cadena ligera kappa humana de linea germinal reordenada IgVKI-39*01/IGJKI*01 (Figura 1).
Los términos cadena ligera kappa humana de linea germinal reordenada IgVk1-39*01/1IGJk1*01, IGKV1-
39/IGKJ1, cadena ligera huVk1-39 o, abreviado, huVk1-39, o simplemente 1-39 se utilizan indistintamente a lo
largo de la solicitud. Obviamente, los expertos en la técnica reconoceran que “comun” también se refiere a
equivalentes funcionales de la cadena ligera cuya secuencia de aminoacidos no es idéntica. Existen muchas
variantes de dicha cadena ligera en las que estén presentes mutaciones (supresiones, sustituciones, adiciones)
que no influyen en la formacidn de regiones de unién funcionales.

IgVk1-39 es la abreviatura de Gen de Inmunoglobulina Kappa Variable 1-39. El gen también se conoce como
Inmunoglobulina Kappa Variable 1-39; IGKV139; IGKV1-39; O12a 0 012. Los Id externos del gen son HGNC:
5740; Entrez Gene: 28930; Ensembl: ENSG00000242371. En la figura 1 se proporciona la secuencia de
aminoécidos preferida para la IgVk1-39. Se enumera la secuencia de la regién V. La regién V se puede
combinar con una de las cinco regiones J. En la Figura 1 se describen dos secuencias preferidas para la IgVk1-
39 en combinacidén con una regién J. Las secuencias unidas se indican como IGKV1-39/k1 e IGKV1-39/jk5;
los nombres alternativos son IgVk1-39*01/IGJk1*01 o IgVk1-39*01/IGJk5*01 (nomenclatura de acuerdo con la
base de datos mundial IMGT en imgt.org).

Una regién variable de cadena ligera comuln esta preferiblemente ligada a una regién constante de cadena
ligera kappa.

Una célula que produce una cadena ligera comun puede producir, por ejemplo una cadena ligera kappa
humana de linea germinal reordenada IgVk1-39*01/IGJk1*01 y una cadena ligera que comprende la regién
variable de la cadena ligera mencionada fusionada a una regién constante lambda.

Los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la invencién tienen una combinacién de regién variable de
cadena pesada/region variable de cadena ligera (VH/VL) que se une a una parte extracelular de CD137 como
miembro de la superfamilia de receptores de TNF y una segunda combinaciéon VH/VL que se une a una parte
extracelular de PD-L1 como miembro de la familia B7. Como se describe en el presente documento, esto
proporciona la ventaja de que se puede promover particularmente bien una respuesta inmunitaria deseada, ya
que los miembros de la familia B7 suministran sefiales ‘coestimuladoras’ o ‘coinhibidoras’ a los linfocitos,
aumentando o atenuando de esta manera una respuesta inmunitaria. Por lo tanto, al dirigir un miembro de la
familia B7 es posible mejorar las sefiales estimuladoras y/o contrarrestar las sefiales inhibidoras, induciendo o
mejorando de esta manera una respuesta inmunitaria deseada, por ejemplo contra células aberrantes.

De acuerdo con la invencién, las VL en la primera y segunda combinaciones VH/VL son idénticas. En una
realizacion preferida, el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo de longitud completa que tiene una
combinaciéon de cadena pesada/ligera (H/L) que se une a una parte extracelular de un miembro de la
superfamilia del receptor TNF y una combinacién de cadena H/L que se une a una parte extracelular de un
miembro de la familia B7. En una realizaciéon preferida, la cadena ligera de dicha primera combinacién de
cadenas H/L es similar a la cadena ligera de dicha segunda combinacién de cadenas H/L. En una realizacién
méas preferida, las cadenas ligeras en la primera y segunda combinaciones de cadenas H/L son idénticas.

Se han publicado varios métodos para favorecer la producciéon del anticuerpo biespecifico o viceversa, los
anticuerpos monoespecificos. En la presente invencién se prefiere que la célula favorezca la produccién del
anticuerpo biespecifico frente a la produccién de los respectivos anticuerpos monoespecificos. Esto se
consigue normalmente al modificar la regién constante de las cadenas pesadas de tal manera que favorezcan
la heterodimerizacién (es decir, la dimerizacién con la cadena pesada de la otra combinacién de cadena
pesadal/ligera) en lugar de la homodimerizacién. En una realizacién preferida, el anticuerpo biespecifico de la
invenciéon comprende dos cadenas pesadas de inmunoglobulina diferentes con dominios de heterodimerizacion
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compatibles. En la técnica se han descrito varios dominios de heterodimerizacién compatibles. Los dominios
de heterodimerizacion compatibles son preferiblemente dominios de heterodimerizacién CH3 de cadena
pesada de inmunoglobulina compatibles. Cuando se utilizan dominios CH3 de tipo silvestre, la coexpresién de
dos cadenas pesadas diferentes (A 'y B) y una cadena ligera comdn dara lugar a tres especies de anticuerpos
diferentes, AA, AB y BB. AA y BB son designaciones para los dos anticuerpos monoespecificos bivalentes, y
AB es una designacién para el anticuerpo biespecifico. Para aumentar el porcentaje del producto biespecifico
deseado (AB) se puede emplear ingenieria de CH3, o en otras palabras, se pueden utilizar cadenas pesadas
con dominios de heterodimerizacién compatibles, como se define a continuacién. La técnica describe varias
maneras en las que se puede lograr dicha heterodimerizacién de cadenas pesadas. Una forma es generar
anticuerpos biespecificos de “perilla en agujero”. Véase Solicitud de Patente Estadounidense 20030078385
(Arathoon et al.).

El término ‘dominios de heterodimerizacién compatibles’, como se utiliza en el presente documento, se refiere
a los dominios proteicos que estan disefiados de tal manera que el dominio disefiado A’ formara
preferencialmente heterodimeros con el dominio disefiado B’ y viceversa, disminuyendo la homodimerizacién
entre A-A’y B-B’.

En los documentos US13/866,747 (publicado ahora como US 9,248,181), US14/081,848 (publicado ahora
como US 9,358,286) y PCT/NL2013/050294 (publicado como WO2013/157954) se divulgan métodos y medios
para producir anticuerpos biespecificos utilizando dominios de heterodimerizacién compatibles. Estos medios
y métodos también se pueden emplear favorablemente en la presente invencién. Especificamente, un
anticuerpo biespecifico de la invencién comprende preferiblemente mutaciones para producir esencialmente
sélo moléculas 1gG biespecificas de longitud completa. Las mutaciones preferidas son las sustituciones de
aminoacidos L351K y T366K (numeracion EU) en el primer dominio CH3 (la cadena pesada ‘variante KK') y las
sustituciones de aminoacidos L351D y L368E en el segundo dominio (la cadena pesada ‘variante DE’), o
viceversa. En nuestras patentes US 9,248,181 y US 9,358,286 asi como en la solicitud WO2013/157954 PCT
se demostré previamente que la variante DE y la variante KK se emparejan preferencialmente para formar
heterodimeros (las llamadas moléculas biespecificas “DEKK”). La homodimerizacién de cadenas pesadas de
variantes DE (homodimeros DEDE) apenas se produce debido a la repulsién entre los residuos cargados en la
interfaz CH3-CH3 entre cadenas pesadas idénticas.

Los anticuerpos biespecificos se pueden generar por transfeccidn (transitoria) de un plasmido o plasmidos que
codifican una cadena ligera y dos cadenas pesadas diferentes que estan modificadas por ingenieria de CH3
para asegurar la heterodimerizacién eficiente y la formacion de los anticuerpos biespecificos. La produccién de
estas cadenas en una sola célula favorece la formacién de anticuerpos biespecificos frente a la formacién de
anticuerpos monoespecificos. Las mutaciones preferidas para producir esencialmente s6lo moléculas de 19G1
biespecificas de longitud completa son las sustituciones de aminoacidos en las posiciones 351 y 366, por
ejemplo L351K y T366K (numeracion de acuerdo con la numeracion EU) en el primer dominio CH3 (la cadena
pesada ‘variante KK’) y las sustituciones de aminoacidos en las posiciones 351 y 368, por ejemplo L351D y
L368E en el segundo dominio CH3 (la cadena pesada “variante DE”), o viceversa.

En una realizacién, la combinacién de cadena pesada/cadena ligera que comprende el dominio variable que
se une a CD137, comprende una variante DE de la cadena pesada. En esta realizacién, la combinacién de
cadena pesada/cadena ligera que comprende el dominio variable que se puede unir a un antigeno distinto de
CD137 comprende una variante KK de la cadena pesada. Se reconocera que una de la invenciéon también
puede comprender un dominio variable que se une a CD137, y comprende una variante KK de la cadena
pesada, asi como otras variaciones conocidas por los expertos en la materia utilizadas para facilitar la
heterodimerizacién con un dominio variable que se puede unir a un antigeno distinto de CD137.

La regién Fc media las funciones efectoras de un anticuerpo, tales como la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) y la fagocitosis celular
dependiente del anticuerpo (ADCP). Dependiendo de la aplicacién del anticuerpo terapéutico o de la proteina
de fusién Fc, puede ser deseable reducir o aumentar la funcién efectora. En la presente divulgacién se prefieren
funciones efectoras reducidas. Una funcién efectora reducida puede ser deseable cuando se desea activar,
mejorar o estimular una respuesta inmunitaria como en algunos de los aspectos de la divulgacion. Los
anticuerpos con funciones efectoras reducidas se pueden utilizar para dirigirse a moléculas de superficie celular
de células inmunitarias, entre otras.

Se descubridé que la unién de I1gG a los FcyRs o C1q requeria residuos localizados en la regién bisagra y el
dominio CH2. Dos regiones del dominio CH2 (Figura 2D) son relevantes para la unién a FcyRs y C1qg. Se
demostrd que las sustituciones en la IgG1 humana de los residuos 1gG2 en las posiciones 233-236 y de los
residuos 19G4 en las posiciones 327, 330 y 331 reducen en gran medida la ADCC y la CDC (Armour et al.,
1999. Eur J Immunol. 29(8):2613-24; Shields et al., 2001. J Biol Chem. 276(9):6591-604). Ademés, |dusogie et
al. demostraron que la sustitucién de alanina en diferentes posiciones, que incluye K322 reducia
significativamente la activacién del complemento (ldusogie et al., 2000. J Immunol. 164(8):4178-84.
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Debido a sus funciones efectoras reducidas, los anticuerpos |gG4 representan una subclase 1gG para el
bloqueo de receptores sin agotamiento celular. Las moléculas |IgG4 pueden intercambiar semimoléculas en un
proceso dinamico denominado intercambio de brazo Fab. Este fendmeno se puede producir entre anticuerpos
terapéuticos e IgG4 enddgenos. La mutacién S228P es un ejemplo de mutacién que garantiza una capacidad
reducida de intercambio Fab-brazo. (Labrijn. et al., 2009. Nat Biotechnol. 27(8):767-71.

Los anticuerpos con funciones efectoras reducidas son preferiblemente anticuerpos 1gG que comprenden una
regién bisagra inferior/CH2 modificada, por ejemplo para reducir la interacciéon Fc-receptor o para reducir la
unién C1qg. En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invencién es un anticuerpo de IgG con una CH2
mutante y/o un dominio de bisagra inferior de tal manera que se reduce la interaccién del anticuerpo de IgG
biespecifico con un receptor Fc-gamma. Un anticuerpo que comprende una regidn CH2 mutante es
preferiblemente un anticuerpo de IgG1. Dicho CH2 IgG1 mutante y/o dominio de bisagra inferior comprende
preferiblemente una sustitucion amino en la posicion 235 y/o 236 (humeracién EU), preferiblemente una
sustitucién L235G y/fo G236R (Figura 2E).

La especificidad de unién se define por la capacidad de unir una parte extracelular de una primera proteina de
membrana y una segunda proteina de membrana como se describe en el presente documento.

Un anticuerpo biespecifico de la presente invencién se utiliza preferiblemente en humanos. Para ello, el
anticuerpo biespecifico es preferiblemente un anticuerpo humano o humanizado. La tolerancia de un humano
a un polipéptido se rige por muchos aspectos diferentes. La inmunidad, ya sea mediada por células T, por
células B u otras, es una de las variables que se abarcan en la tolerancia del ser humano a un polipéptido. La
regién constante de un anticuerpo biespecifico de la presente invencién comprende preferiblemente una regién
constante de cadena pesada humana, que comprende preferiblemente una secuencia como la representada
en la figura 2; y una regién constante de cadena ligera humana, que comprende preferiblemente una secuencia
como la representada en la figura 1C. La regién constante puede contener una o mas, preferiblemente no mas
de 10, preferiblemente no mas de 5 diferencias de aminoacidos con la regién constante de un anticuerpo
humano de origen natural. Se prefiere que la parte constante se derive en su totalidad de un anticuerpo humano
de origen natural. Varios anticuerpos producidos en el presente documento se derivan de ratones de cadena
ligera comun inmunizados con la diana respectiva como se describe en el documento WO2009/157771. Varios
anticuerpos producidos en el presente documento se derivan de una biblioteca de dominios variables de
anticuerpos humanos. Como tales, estos dominios variables son humanos. Las regiones CDR Unicas se
pueden derivar de humanos, ser sintéticas o derivar de otro organismo. La regién variable es al menos una
regién variable humana cuando tiene, con la excepcién de las regiones CDR, una secuencia de aminoacidos
que es idéntica a una secuencia de aminoacidos de la regién variable de un anticuerpo humano de origen
natural. En dichas realizaciones, la VH de un dominio variable de un anticuerpo que se une a un miembro de
la superfamilia del receptor del TNF 0 a un miembro asociado a la membrana de la familia B7, 0 a una cadena
ligera en un anticuerpo de la invencién, puede contener una o mas, preferiblemente no mas de 10,
preferiblemente no mas de 5 diferencias de aminoacidos con la regién variable de un anticuerpo humano de
origen natural, sin contar las posibles diferencias en la secuencia de aminoacidos de las regiones CDR. Dichas
mutaciones también se producen en la naturaleza en el contexto de la hipermutaciéon somatica.

Los anticuerpos se pueden derivar de varias especies animales, al menos con respecto a la regién variable de
cadena pesada. Es practica comun humanizar dichas regiones variables de cadena pesada por ejemplo
murinas. Hay varias maneras de conseguirlo, entre las que se encuentran el injerto de CDR en una regién
variable de cadena pesada humana con una estructura 3D que coincida con la estructura 3D de la regidn
variable de cadena pesada murina; la desinmunizacién de la regién variable de cadena pesada murina,
preferiblemente se realiza al eliminar epitopos de células T o B conocidos o sospechosos de la regién variable
de cadena pesada murina. La eliminacién se realiza normalmente al sustituir uno o mas de los aminoacidos del
epitopo por otro aminoacido (normalmente conservador), de tal manera que la secuencia del epitopo se
modifica de manera que ya no es un epitopo de células Bo T.

Las regiones variables de cadena pesada murina desinmunizadas son menos inmunogénicas en humanos que
la regién variable de cadena pesada murina original. Preferiblemente, una regién variable o dominio de la
invencién se humaniza aln mas, como por ejemplo recubrimiento. Al utilizar técnicas de recubrimiento, los
residuos exteriores que son facilmente encontrados por el sistema inmunitario se reemplazan selectivamente
por residuos humanos para proporcionar una molécula hibrida que comprende una superficie recubierta
débilmente inmunégena o sustancialmente no inmunégena. Un animal como se utiliza en la invencién es
preferiblemente un mamifero, més preferiblemente un primate, y més preferiblemente un humano.

Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién comprende preferiblemente una regién constante de
un anticuerpo humano. De acuerdo con las diferencias en sus dominios constantes de cadena pesada, los
anticuerpos se agrupan en cinco clases, o isotipos: 19G, IgA, IgM, IgD e IgE. Estas clases o isotipos comprenden
al menos una de dichas cadenas pesadas que se denomina con la letra griega correspondiente. En una
realizacion preferida, la invencidén proporciona un anticuerpo en el que dicha regién constante se selecciona
del grupo de regiones constantes IgG, es decir se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 19G2, 1gG3 e
lgG4. Preferiblemente, dicha regién constante es una regiéon constante 19gG4 o IgG1 (Figura 2), mas
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preferiblemente una regién constante I9gG1 mutada. Cierta variacién en la regién constante de IgG1 ocurre en
la naturaleza y/o estd permitida sin cambiar las propiedades inmunolégicas del anticuerpo resultante.
Normalmente, se permiten entre 1-10 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o combinaciones
de las mismas en la regién constante. La regién constante se puede mutar como se indica en el presente
documento para permitir una heterodimerizacién eficaz, para reducir la funcién efectora o por otras razones
que incluye la semivida, la estabilidad y similares.

Los métodos racionales han evolucionado hacia la minimizacion del contenido de residuos no humanos en el
contexto humano. Estan disponibles varios métodos para injertar con éxito la propiedad de unién a antigeno
de un anticuerpo en otro anticuerpo. Las propiedades de unién de los anticuerpos pueden descansar
predominantemente en la secuencia exacta de la regién CDR3, a menudo apoyada por la secuencia de las
regiones CDR1 y CDR2 en el dominio variable combinada con la estructura apropiada del dominio variable en
su conjunto. Actualmente se dispone de varios métodos para injertar regiones CDR en un dominio variable
adecuado de otro anticuerpo. Algunos de estos métodos se revisan en J.C. Almagro1 y J. Fransson (2008)
Frontiers in Bioscience 13, 1619-1633, que se incluye por referencia en el presente documento.

La regién variable de cadena ligera de un dominio variable que comprende una secuencia variable de cadena
pesada como se representa en la Figura 3, es preferiblemente una cadena ligera de linea germinal de o basada
en 012, preferiblemente la cadena ligera kappa humana de linea germinal reordenada IgV1-39*01/IGJk1*01 o
un fragmento o un derivado funcional de la misma (nomenclatura de acuerdo con la base de datos IMGT
mundial en la web imgt.org). Se utilizan los términos cadena ligera kappa humana de linea germinal reordenada
IgVk1-39*01/1GJk1*01, IGKV1-39/IGKJ1, cadena ligera huVk1-39 o, abreviado, huVk1-39. La cadena ligera
puede tener 1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o combinaciones de las
mismas. Las mencionadas 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones de aminoacidos son preferiblemente sustituciones de
aminoécidos conservadoras, las inserciones, supresiones, sustituciones o combinacién de las mismas no se
encuentran en la regién CDR1, CDR2 o0 CDR3 0 en la regién FR4 de la cadena VL. En la figura 1 se representa
una secuencia preferida para la cadena ligera comun.

Estan disponibles varios métodos para producir anticuerpos biespecificos. Un método implica la expresién de
dos cadenas pesadas diferentes y dos cadenas ligeras diferentes en una célula y la recoleccién del anticuerpo
producido por la célula. El anticuerpo producido de esta manera contendrd normalmente una coleccién de
anticuerpos con diferentes combinaciones de cadenas pesadas y ligeras, algunas de las cuales son el
anticuerpo biespecifico deseado. El anticuerpo biespecifico se puede purificar posteriormente a partir de la
coleccién. La relacién de anticuerpos biespecificos con respecto a otros anticuerpos producidos por la célula
se puede aumentar de varias maneras. En una realizacién preferida de la invencién, la relacién se aumenta al
expresar en la célula no dos cadenas ligeras diferentes, sino dos cadenas ligeras esencialmente idénticas. Las
dos cadenas ligeras esencialmente idénticas pueden ser cadenas ligeras con esencialmente las mismas
regiones variables de cadena ligera y diferentes regiones constantes de cadena ligera o, preferiblemente, dos
regiones constantes de cadena ligera esencialmente idénticas. Este concepto también se conoce en la técnica
como método de “cadena ligera comun”. Cuando las cadenas ligeras esencialmente idénticas trabajan
conjuntamente con las dos cadenas pesadas diferentes permitiendo la formacién de dominios variables con
diferentes sitios de unién a antigeno y concomitantemente diferentes propiedades de unién, la relacién de
anticuerpo biespecifico con respecto a otro anticuerpo que es producido por la célula mejora significativamente
con respecto a la expresién de dos cadenas ligeras esencialmente diferentes. La relacién de anticuerpos
biespecificos producidos por la célula se puede mejorar aun mas al estimular el emparejamiento de dos
cadenas pesadas diferentes entre si sobre el emparejamiento de dos cadenas pesadas idénticas. La técnica
describe varias maneras en las que se puede lograr dicha heterodimerizacién de cadenas pesadas. Un método
preferido se describe en la solicitud provisional estadounidense 61/635.935, que ha sido seguida por la solicitud
regular estadounidense No. 13/866,747 (ahora publicada como Patente estadounidense No. 9,248,181) y la
solicitud PCT No. PCT/NL2013/050294 (WO 2013/157954 A1). Se divulgan métodos y medios para producir
anticuerpos biespecificos (a partir de una Unica célula), en los que se proporcionan medios que favorecen la
formacién de anticuerpos biespecificos sobre la formacién de anticuerpos monoespecificos. Estos métodos
también se pueden emplear favorablemente en la presente invencion.

La divulgacién también describe un método para producir un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
invencién a partir de una Unica célula, en el que dicho anticuerpo biespecifico comprende dos dominios CH3
que son capaces de formar una interfaz, dicho método comprende proporcionar:

- una célula que tiene a) una primera molécula de &cido nucleico que codifica una cadena pesada que
comprende un sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de CD137 y que contiene
un 1er dominio CH3, y b) una segunda molécula de &cido nucleico que codifica una cadena pesada que
comprende un sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de PD-L1 y que contiene
un 2° dominio CH3, en el que dichas moléculas de &cido nucleico se proporcionan con medios para el
emparejamiento preferencial de dichos 1er y 2do dominios CH3,

dicho método comprende ademas la etapa de cultivar dicha célula y permitir la expresién de las proteinas
codificadas por dichas dos moléculas de acido nucleico y cosechar dicho anticuerpo de IgG biespecifico del
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cultivo. En una realizacién particularmente preferida, dicha célula también tiene una tercera molécula de &cido
nucleico que codifica una cadena ligera comun. Dicha primera, segunda y tercera molécula de acido nucleico
pueden ser parte de la misma molécula de acido nucleico, vector o vehiculo de suministro de genes y se pueden
integrar en el mismo sitio del genoma de la célula huésped. Alternativamente, dichas primera, segunda y tercera
moléculas de &cido nucleico se proporcionan por separado a dicha célula. Una cadena ligera comun preferida
se basa en 012, preferiblemente es la cadena ligera kappa humana reordenada de la linea germinal IgVk1
39*01/IGJk1*01, como se describidé anteriormente. Los medios para el emparejamiento preferencial de dicho
1er y dicho 2do dominio CH3 son preferiblemente las mutaciones correspondientes en el dominio CH3 de las
regiones codificantes de la cadena pesada. Las mutaciones preferidas para producir esencialmente sélo
anticuerpos biespecificos son las sustituciones de aminoacidos L351K y T366K (numeracién de acuerdo con
la numeracién EU) en el primer dominio CH3 y las sustituciones de aminoéacidos L351D y L368E en el segundo
dominio CH3, o viceversa (Figura 2). Por lo tanto, se proporciona ademas un método de acuerdo con la
invenciéon para producir un anticuerpo biespecifico, en el que dicho primer dominio CH3 comprende las
sustituciones de aminoécidos L351Ky T366K (numeracién de acuerdo con la numeracién EU) y en el que dicho
segundo dominio CH3 comprende las sustituciones de aminoacidos L351D y L368E, dicho método comprende
ademas la etapa de cultivar dicha célula y permitir la expresidén de proteinas codificadas por dichas moléculas
de 4cido nucleico y cosechar dicho anticuerpo biespecifico del cultivo. También se describen métodos para
producir un anticuerpo biespecifico, en el que dicho primer dominio CH3 comprende las sustituciones de
aminoécidos L351D y L368E (numeracién de acuerdo con la numeracién EU) y en el que dicho segundo
dominio CH3 comprende las sustituciones de aminoéacidos L351K y T366K, dicho método comprende ademéas
la etapa de cultivar dicha célula y permitir la expresién de dichas moléculas de acido nucleico y cosechar dicho
anticuerpo biespecifico del cultivo. Los anticuerpos que se pueden producir mediante estos métodos también
forman parte de la presente divulgacion. Los dominios de heterodimerizacién CH3 son preferiblemente
dominios de heterodimerizacién IgG1. Las regiones constantes de cadena pesada que comprenden los
dominios de heterodimerizacién CH3 son preferiblemente regiones constantes 1gG1.

El miembro de la superfamilia de receptores de TNF (primera proteina de membrana) es CD137. Un anticuerpo
biespecifico de la invencién comprende preferiblemente un sitio de unién (antigeno) para dicha primera proteina
de membrana. En algunas realizaciones, un anticuerpo biespecifico de la invencién es monovalente para dicha
primera proteina de membrana. Un anticuerpo biespecifico comprende un sitio de unién (antigeno) para dicha
segunda proteina de membrana. En algunas realizaciones un anticuerpo biespecifico de la invencién es
monovalente para dicha segunda proteina de membrana. En algunas realizaciones un anticuerpo biespecifico
de la invencién es monovalente para dicha primera proteina de membrana y monovalente para dicha segunda
proteina de membrana. En algunas realizaciones un anticuerpo biespecifico de la invencién es monovalente
para CD137 y monovalente para PD-L1. Se sabe en la técnica que los anticuerpos monoclonales bivalentes
anti CD137 activan CD137 mientras que los anticuerpos biespecificos monovalentes CD137 de la técnica
anterior normalmente no activan.

La primera proteina de membrana segun se reivindica en el presente documento, CD 137, es un miembro de
la superfamilia de receptores TNF que son proteinas de membrana celular. Se dice que una proteina es una
proteina de membrana en una célula si tiene una regién transmembrana que esta presente en la membrana
celular de la célula en la que se encuentra. Esta es la primera célula como se describe en el presente
documento. CD137 como primera proteina de membrana es una proteina de membrana celular que tiene una
parte extracelular cuando esta presente en la membrana celular. La membrana celular es la membrana de una
célula que separa el interior de la célula del exterior de la célula. La primera proteina de membrana esta en la
membrana celular de la primera célula como se describe en el presente documento. En el contexto de un
anticuerpo biespecifico de la invencién o de un método o uso de la invencién, la primera proteina de membrana
esta en la membrana celular de la primera célula como se describe en el presente documento. La primera
proteina de membrana puede estar presente en dicha segunda célula, pero se prefiere que la expresién de la
primera proteina de membrana sea insignificante en dicha segunda célula. Normalmente, el nivel de dicha
primera proteina de membrana en dicha segunda célula es como maximo del 10 % en comparacidén con la
expresién de la primera proteina de membrana en la primera célula. Preferiblemente la segunda célula no
expresa significativamente dicha primera proteina de membrana. La expresién es al menos no significativa si
la primera proteina de membrana no se puede detectar (por encima del fondo) mediante fluorescencia
inmunitaria en un ensayo FACS con un anticuerpo especifico para dicha primera proteina de membrana.

La segunda proteina de membrana, PD-L1, es igualmente una proteina de membrana celular. Tiene una regién
transmembrana que est4 presente en la membrana celular de la célula en la que se encuentra. Esta es la
segunda célula descrita en el presente documento. La segunda proteina de membrana es una proteina de
membrana celular que tiene una parte extracelular cuando esta presente en la membrana celular. En el contexto
de un anticuerpo biespecifico de la invencién o de un método o uso de la invencién, la segunda proteina de
membrana esta en la membrana celular de la segunda célula, como se describe en el presente documento. La
segunda proteina de membrana puede estar presente en dicha primera célula, pero se prefiere que la expresién
de la segunda proteina de membrana sea insignificante en dicha primera célula. Normalmente, el nivel de dicha
segunda proteina de membrana en dicha primera célula es como méximo del 10 % en comparaciéon con la
expresioén de la segunda proteina de membrana en la segunda célula. Preferiblemente la primera célula no
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expresa significativamente dicha segunda proteina de membrana. La expresidn es al menos no significativa si
la segunda proteina de membrana no se puede detectar (por encima del fondo) por medio de fluorescencia
inmunitaria en un ensayo FACS con un anticuerpo especifico para dicha segunda proteina de membrana.

Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién tiene un sitio de unién a antigeno que se puede unir a
una parte extracelular de CD137 como miembro de la superfamilia de receptores de TNF, y un segundo sitio
de unién a antigeno que se puede unir a PD-L1 como segunda proteina de membrana. Esto proporciona la
ventaja de que se evita al menos en parte, la activacidn in cis de células (inmunitarias) como las células T que
expresan varios miembros diferentes de la superfamilia de receptores de TNF, reduciendo de esta manera los
posibles efectos secundarios adversos y la toxicidad debidos a la activacién inespecifica de células T. Estas
realizaciones de la presente invencion contrastan con los enfoques del estado de la técnica que se relacionan
con agentes de unién que se unen a receptores de la superfamilia de TNF, en particular agentes de unién que
se unen a al menos dos receptores diferentes de la superfamilia de TNF. Dichos enfoques del estado de la
técnica pueden conducir a la activacion de células T in cis, lo que significa en ausencia de una segunda diana,
y pueden implicar el riesgo de una respuesta excesiva de células T, por ejemplo dando lugar a una tormenta
de citocinas. En consecuencia, dichos enfoques del estado de la técnica tienen un mayor potencial de efectos
secundarios adversos en comparacidén con un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién que tiene
un primer sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de CD137 como miembro de la
superfamilia de receptores de TNF y PD-L1 como segundo sitio de unién a antigeno PD-L1.

Se proporciona asi un anticuerpo biespecifico como se define en las reivindicaciones adjuntas que comprende
un sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de CD137 y un sitio de unién a antigeno
que se puede unir a una parte extracelular de una segunda proteina de membrana, en el que dicha segunda
proteina de membrana es PD-L1. Como se define en las reivindicaciones adjuntas, también se proporciona un
método para estimular la actividad de CD137 como miembro de la superfamilia de receptores de TNF en una
célula que comprende proporcionar una primera célula y una segunda célula, en la que dicha primera célula
tiene dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF en la membrana celular y dicha segunda célula
tiene PD-L1 como segunda proteina de membrana en la membrana celular, el método comprende poner en
contacto dichas células con un anticuerpo biespecifico que comprende dos dominios variables, en el que un
dominio variable comprende un primer sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de
CD137 como dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF y otro dominio variable comprende un
segundo sitio de unién a antigeno que se puede unir a una parte extracelular de PD-L1 como dicha proteina
de segunda membrana, estimulando de esta manera la actividad de dicho miembro en dicha primera célula.
En algunas realizaciones, dicho método es un método in vitro.

Como se define en las reivindicaciones adjuntas, dicho anticuerpo biespecifico comprende un sitio de unién a
antigeno que se puede unir a CD137 como dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF y un sitio
de unién a antigeno que se puede unir a dicha segunda proteina de membrana que es PD-L1. En algunas
realizaciones preferidas de la invencién como se define en las reivindicaciones adjuntas, la parte de unién a
antigeno de dicho anticuerpo biespecifico consiste en un dominio variable de inmunoglobulina que se puede
unir a una parte extracelular de CD137 como dicho miembro de la superfamilia del receptor de TNF y un dominio
variable de inmunoglobulina que se puede unir a dicha segunda proteina de membrana que es PD-L1. Dicho
anticuerpo biespecifico es un anticuerpo de longitud completa. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo
biespecifico es una IgG de longitud completa, es decir, IgG1, 1I9G2, IgG3 o 1gG4, preferiblemente una IgG1 de
longitud completa o una IgG4 de longitud completa.

Un dominio variable que “bloquea” la unién de CD137 como dicha primera proteina de membrana a un socio
de unién de la misma interfiere con la unién de la primera proteina de membrana a dicho socio de unién. Dicho
dominio variable se puede unir a dicha primera proteina de membrana. Dicho dominio variable de bloqueo se
puede unir a un epitopo en dicha primera proteina de membrana y competir con un socio de unién de la primera
proteina de membrana para unirse al epitopo. Dicho dominio variable de bloqueo y el socio de unién de la
primera proteina de membrana también se pueden unir a diferentes epitopos de dicha primera proteina de
membrana. En tales casos, la actividad de bloqueo se puede deber por ejemplo a una disminucién de la unién
del socio de unién, y/o al desplazamiento del socio de unién cuando ya esta unido a dicha primera proteina de
membrana, y/o un dominio variable de bloqueo puede impedir la unién de un socio de unién a la primera
proteina de membrana mediante impedimento estérico. Todos estos y otros mecanismos pueden, al menos
parcialmente, impedir que dicho socio de unién se una a dicha primera proteina de membrana.

En una realizacién, el dominio que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a CD137 como miembro
de la superfamilia de receptores de TNF bloquea la unién del miembro a un ligando del miembro. Las
interacciones ligando-miembro de la superfamilia de receptores de TNF se han estudiado ampliamente en la
técnica. En general, se sabe que los miembros de la superfamilia de receptores del TNF tienen al menos un
ligando. Ejemplos de pares de ligandos de receptores conocidos son los receptores TNF del receptor 1y 2 del
factor de necrosis tumoral y el ligando TNF-alfa; el receptor OX40 y el ligando OX40L; el receptor CD40 vy el
ligando CD154; el receptor Fas y el ligando FasL; el receptor CD30 y el ligando CD153; y el receptor CD137 y
el ligando CD137L. En algunas realizaciones, el dominio variable que comprende un sitio de unién a antigeno
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que se une al miembro de la superfamilia del receptor del TNF no bloquea la unién del miembro a un ligando
del miembro.

En algunas realizaciones, el dominio comprende un sitio de unién a antigeno que se une a CD137 como
miembro de la superfamilia de receptores de TNF y bloquea la unién de su proteina de membrana diana de la
superfamilia de receptores de TNF a un socio de unién de la misma. Dicho dominio variable se caracteriza
ademas porque cuando se proporciona en un anticuerpo bivalente monoespecifico que comprende dos de
dichos dominios variables, no estimula la actividad del miembro de la superfamilia de receptores de TNF en
una célula sin entrecruzamiento. En una realizacién en la que el dominio que comprende un sitio de unién a
antigeno que se une a CD137 como miembro de la superfamilia del receptor de TNF comprende un dominio
variable que bloquea la unién de CD137 a CD137L, dicho dominio variable se caracteriza ademas porque,
cuando se proporciona en un anticuerpo bivalente monoespecifico que comprende dos de dichos dominios
variables, no estimula la actividad de CD137 en una célula.

Los términos “socios de unién; par de unién; par de ligando receptor y similares se refieren a proteinas que se
pueden unir entre si y ejercer una actividad como resultado de la unién. Al menos uno de los socios o pares es
una proteina de membrana en la membrana celular de una célula. La actividad se ejerce normalmente en la
célula que tiene esta proteina de membrana en la célula.

Un dominio variable que bloquea la unién de un par de unién especifico de proteinas de membrana como se
describe en el presente documento, reduce normalmente la unién del par en comparacién con la unidén en
ausencia del dominio variable. Esto se mide preferiblemente en un ensayo in vitro. Normalmente, esto se hace
al incubar el dominio variable con la proteina de membrana a la que se puede unir y posteriormente incubar la
mezcla con el otro miembro del par. La unién del par se compara entonces con la unién del par en ausencia
del dominio variable. Un dominio variable puede impedir completamente la unién de la primera proteina de
membrana a un socio de unién de la misma. También puede impedir parcialmente la unién del par de union.
Un dominio variable que bloquea la unién de un par de unién especifico de proteinas de membrana reduce
preferiblemente la unién del par en al menos un 50 %, preferiblemente en al menos un 60 %, preferiblemente
en al menos un 70 %, preferiblemente en al menos un 80 %, y més preferiblemente en al menos un 90 % en
comparacién con la unién en ausencia del dominio variable. El bloqueo de la unién por un dominio variable se
define en el presente documento como el bloqueo obtenido utilizando un anticuerpo monoclonal bivalente que
comprende dos de dichos dominios variables. Por supuesto el dominio variable también bloquea la unién
cuando esta presente en un anticuerpo que comprende dicho dominio variable y un dominio variable que se
une a una segunda proteina de membrana.

Los dominios variables especificos que se pueden unir a una parte extracelular de CD137 y que bloquean al
menos parcialmente la unién del ligando de CD137 a CD137 son dominios variables que comprenden la
secuencia de aminoacidos del VH de: MF6754; MF6763;:MF6785; o MF6797.

Los dominios variables especificos que se pueden unir a una parte extracelular de PD-L1 y que bloquean la
unién de PD1 a PD-L1 son dominios variables que comprenden la secuencia de aminoacidos de VH de
MF5554; MF5576;, MF5578; MF9375;, MF9376; MF7702; MF5359; MF5377, MF5382; MF5424; MF5426;
MF5439; MF5442;: MF5553; MF5557; MF5561; MF5576; MF5594; o MF5708. Las secuencias de aminoacidos
se representan en la figura 3.

La actividad estimulante de un miembro de la superfamilia de receptores del TNF en una célula se mide
normalmente al medir una actividad biol6gica de la célula. El tipo de actividad depende de qué miembro de la
superfamilia de receptores de TNF se analiza. Para CD137, por ejemplo, se puede medir el estado de activacién
de una célula T positiva a CD137. CD137 es la denominada proteina coestimuladora que estimula la activacién
de una célula T activada. En la seccién de ejemplos se proporcionan métodos adecuados para medir la
activacién de una célula T. Un método consiste en medir la produccién de IL-2, IFNy y/o TNFa por parte de una
célula T activada o una composiciéon que comprenda dicha célula T. Otros receptores de TNF tienen diferentes
actividades biolégicas. La actividad de un miembro de la superfamilia de receptores de TNF se estimula cuando
la actividad medida en presencia de un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién, es mayor que la
actividad medida bajo condiciones por lo demas idénticas en ausencia del anticuerpo biespecifico, de acuerdo
con la invencién. La estimulacién de la actividad incluye la induccién de una actividad y la mejora de una
actividad ya presente.

La actividad estimulante de CD137 se mide preferiblemente al medir una actividad biolégica de la célula que
comprende CD137. La actividad biolégica es preferiblemente el estado de activacién de la célula que expresa
CD137. CD137 es una molécula coestimuladora expresada en células inmunitarias, que incluyen las células T
activadas. La estimulacién de la actividad de CD137 se mide preferiblemente al determinar el nivel de activacién
de las células inmunitarias, por ejemplo de las células T activadas. En un individuo, la estimulacién de la
actividad de CD137 se mide preferiblemente al medir la activacién de las células inmunitarias y/o células T del
individuo. Alternativamente, también se puede determinar, en su caso, al medir la respuesta tumoral en el
individuo; la carga virica del individuo; o la carga parasitaria del individuo.
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La divulgacién también proporciona un método de acoplamiento y/o activacién de células T que comprende
proporcionar un sistema que comprende una célula T y una célula (segunda célula) a la que dicha célula T se
va a acoplar o activar, y proporcionar dicho sistema con al menos un anticuerpo biespecifico que comprende
un dominio variable que se puede unir a CD137 como miembro de la superfamilia de receptores de TNF y un
dominio variable que se puede unir a una parte extracelular de PD-L1 como segunda proteina, e incubar dicho
sistema en condiciones permisivas para que la célula T se acople y/o active. En algunos aspectos, dicho método
es un método in vitro. Dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF es CD137, y dicha segunda
proteina de membrana es PD-L1. La célula a la que dicha célula T se va a acoplar o activar es preferiblemente
una célula inmunitaria (por ejemplo una célula presentadora de antigeno, o un macréfago), una célula
neoplésica, una célula infectada por un virus o una célula infectada por un parasito intracelular. El acoplamiento
y/o la activacién de las células T las dirige a una diana especifica. Activar una célula T es activar el receptor de
dicha célula T. Acoplar una célula T es nhormalmente activar una célula T. El acoplamiento también puede dirigir
una célula T ya activada a una diana especificada por el anticuerpo. Las condiciones que son permisivas para
que dicha célula T se acople y/o active son normalmente condiciones de cultivo, pero también puede ser la
incubacién en un animal no humano. Las condiciones son tales que la célula T no se acopla en ausencia del
anticuerpo. Si se miden colecciones de células T algunas de ellas pueden estar ya acopladas o activadas,
siempre que la coleccién contenga suficientes células T que no estén acopladas o activadas.

Un anticuerpo biespecifico de la invenciéon puede reunir dos células en estrecha proximidad que permita las
interacciones entre las células mediadas por proteinas distintas del miembro de la superfamilia del receptor del
TNF y la segunda proteina de membrana unida por el anticuerpo de la invencién. Una de dichas interacciones
es la interaccion de un receptor de células T de una célula y el MHC de la otra célula.

Dichas primera y segunda células son preferiblemente células diferentes. Las diferentes células pueden
expresar tanto dicha primera como segunda proteina de membrana. Normalmente, sin embargo, la primera
proteina de membrana se expresa sélo en dicha primera célula y dicha segunda proteina de membrana sélo
en dicha segunda célula. La actividad biolégica es hormalmente mas estimulada si la primera célula no expresa
dicha segunda proteina de membrana; dicha segunda célula no expresa dicha primera proteina de membrana;
o més preferiblemente una combinacién de las mismas. El miembro de la superfamilia del receptor del TNF es
CD137, en cuyo caso se prefiere que dicha primera célula sea una célula inmunitaria, preferiblemente una
célula T. En estos casos se prefiere que la segunda célula sea una célula aberrante, una célula tumoral o una
célula inmunitaria (por ejemplo un macréfago o una célula presentadora de antigeno). Las células aberrantes
son células que normalmente no estan presentes en un individuo sano. Ejemplos preferentes no limitantes de
tales células son células cancerosas, células infectadas por virus, células infectadas por parasitos o células
inducidas para expresar la segunda proteina de membrana. Una segunda célula adecuada es también una
célula inmunitaria. Ejemplos preferidos de dichas células son células dendriticas, macréfagos, otras células del
linaje mieloide o células B. En algunos casos, una célula puede expresar la segunda proteina de membrana
como resultado de factores supresores liberados por células vecinas tales como células inmunitarias,
fibroblastos o células cancerosas. En algunas realizaciones, dicha segunda célula es una célula presentadora
de antigeno que presenta un antigeno tumoral o un antigeno patégeno, como por ejemplo un antigeno virico o
un antigeno parasitario, en el contexto de un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Dicho complejo
MHC es preferiblemente un complejo de antigeno leucocitario humano (HLA). En este contexto, el anticuerpo
de la invencién puede potenciar tanto la expansion como la diferenciacién de células T virgenes frente al
antigeno in vitro. La induccién y mejora de respuestas de células T virgenes frente a antigenos tumorales suele
dar lugar a una inmunidad tumoral més eficaz y a la erradicacidén de células cancerosas.

CD137 se puede expresar por células T activadas. También se encuentra en otras células tales como células
dendriticas, células asesinas naturales, granulocitos y células de la pared de los vasos sanguineos en sitios de
inflamacién. La proteina es conocida por su actividad coestimuladora para la activacién de las células T. El
ligando CD137L se expresa en monocitos, macrdfagos y otras células. La unién de CD137 al ligando CD137
ejerce efectos tanto en el receptor como en la célula que contiene el ligando. La activacién del ligando o del
receptor se puede conseguir de varias maneras. Las formas mas comunes son el recubrimiento en placas de
cultivo de tejidos o el entrecruzamiento mediante anticuerpos (para una revisién véase Schwartz, 2004). La
expresién de CD137 en células inmunitarias tanto innatas como adaptativas, acopladas con su capacidad para
potenciar las respuestas antitumorales, lo ha establecido como diana terapéutica para mejorar la inmunidad
tumoral. Varios inmunoterapéuticos dirigidos a CD137 han alcanzado el desarrollo clinico (para una revisién
véase Makkouk et al 2016). La activacién del receptor o del ligando parece requerir la asociacién homomérica
en la membrana celular para ejercer su efecto. Los anticuerpos con dos sitios de unién para CD137 son capaces
de activar el receptor o el ligando. Por lo tanto, dichos anticuerpos son bivalentes para CD137. También se
produjeron moléculas que sélo tienen un sitio de unidén para CD137. Dichas moléculas de unién monovalente
de la técnica anterior no podian activar el receptor (McNamara 2008). Por el contrario, un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la presente invencién es capaz de activar CD137, incluso cuando es monovalente
para CD137.

En la presente invencién se encontré que un anticuerpo biespecifico con sélo un sitio de unién para CD137
como miembro de la superfamilia del receptor TNF (primera proteina de membrana) puede ser activador si el
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anticuerpo biespecifico también tiene un sitio de unién para PD-L1 como segunda proteina de membrana en
otra célula (segunda célula).

La estimulacién de la actividad de un miembro de la superfamilia de receptores del TNF en una célula
normalmente requiere la unién de dos o mas complejos de receptores. El ligando homotrimérico dispuesto en
la membrana de la superficie de una célula normalmente lo consigue al acoplar multiples complejos de
miembros de la superfamilia de receptores de TNF en una célula vecina. Se considera que la agrupacién de
los complejos de la superfamilia de receptores del TNF facilita la estimulacién de la actividad de la célula. Esto
también se observa, por ejemplo, en los receptores artificiales que sélo tienen una parte citoplasmatica del
receptor CD137. La proximidad de las partes citoplasmaticas de varios receptores artificiales también estimula
la célula que contiene el receptor artificial. Los anticuerpos monoespecificos bivalentes especificos de un
miembro de la superfamilia de receptores del TNF también son capaces de imitar el efecto del ligando y
estimular la actividad. Se considera que los brazos del anticuerpo juntan o agrupan los receptores. Dicha
actividad también se conoce como entrecruzamiento de los receptores. En ocasiones la actividad se puede
estimular aun mas al proporcionar un anticuerpo contra el anticuerpo, lo que proporciona entrecruzamiento
adicional del receptor. Las moléculas de unién de la técnica anterior que sélo tienen un sitio de unién para un
miembro de la superfamilia de receptores del TNF normalmente no son capaces de estimular la actividad.
Dichas moléculas no consiguen agrupar o entrecruzar los miembros de la superfamilia de receptores del TNF.
Sin embargo, un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente invencién es capaz de estimular la
actividad de CD137 como miembro de la superfamilia de receptores de TNF, que incluye cuando es
monovalente para dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF. Sin estar limitado a ninguna teoria,
se considera que un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente invenciéon también puede agrupar
dichos complejos de receptores de la superfamilia de receptores de TNF, promoviendo de esta manera la
activacion de dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF. Esto es particularmente cierto cuando
la segunda proteina de membrana unida por un anticuerpo de acuerdo con la presente invencién es PD-L1.

En un aspecto de la presente invencién, PD-L1 como la segunda proteina de membrana esta presente en la
membrana celular como parte de una proteina multimérica que comprende dos 0 més instancias de dicha
segunda proteina de membrana. Dichas proteinas multiméricas pueden proporcionar dos o0 mas epitopos para
el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo biespecifico de la invencién. En tal caso, el miembro de la
superfamilia del receptor de TNF unido en la otra célula se agrupara y estimularé la actividad de la célula que
contiene el receptor de TNF. Un anticuerpo biespecifico de la invencién puede forzar la proximidad de CD 137
como miembros de la superfamilia de receptores de TNF a través de la unién a PD-L1 como otra proteina en
una célula diferente. Una caracteristica también denominada entrecruzamiento trans en contraposicién al
entrecruzamiento cis por moléculas de unién que se unen a dos o mas instancias del miembro de la superfamilia
del receptor de TNF en la misma célula. En algunas realizaciones, la segunda proteina de membrana es un
homodimero o un homotrimero. Un homodimero es una proteina compuesta por dos unidades de polipéptido
idénticas. Un homotrimero es una proteina compuesta por tres unidades de polipéptido idénticas. Sin estar
limitado a ninguna teoria, se considera que los epitopos del sitio de unién a antigeno de la segunda proteina
de membrana se unen colectivamente a una serie de moléculas de unién. Estas funcionan asi como un anclaje
que fuerza la proximidad de dos o mas miembros de la superfamilia de receptores del TNF. La proximidad es
suficiente cercana para estimular la actividad del CD 137 como miembro de la superfamilia de receptores del
TNF en una célula.

En otra realizacién, dicha segunda proteina de membrana es una proteina que estad presente en una o mas
zonas discretas de la membrana celular. Las membranas celulares no proporcionan una distribucién
homogénea de todos los componentes de la membrana celular. Actualmente se sabe que las membranas
celulares tienen zonas en las que uno 0 mas componentes de la membrana celular estdn presentes con mas
frecuencia que otras partes de la membrana (para una revisién véase Vereb, G., et al. 2003 Proc. Natl. Acad.
Sci. 100.14: 8053-8058). Dicha zona es preferiblemente una agrupaciéon de proteinas, un dominio, un
microdominio o un compartimento en la membrana celular, preferiblemente una sinapsis inmunolégica. Sin
estar limitado a ninguna teoria, se considera que la distribucién no aleatoria facilita la proximidad cercana del
miembro de la superfamilia del receptor del TNF.

En otras realizaciones, la estimulacién de la actividad del miembro de la superfamilia de receptores de TNF de
acuerdo con la invencién en una célula se consigue al proporcionar dos 0 mas moléculas de unién de acuerdo
con la invencién que se unen al mismo miembro de la superfamilia de receptores de TNF (primera proteina de
membrana) y a la misma segunda proteina de membrana. Dichas realizaciones que implican dos o més
moléculas de unién también se denominan realizaciones de Oligoclonics®. Como se muestra por ejemplo en
las Figuras 15y 16, dichas realizaciones de Oligoclonics® pueden dar lugar a la activacion de células T. En los
documentos WO 2013/157953 y WO2004/009618 se divulgan métodos generales para fabricar dichos
productos de Oligoclonics®. El término “Oligoclonics” es una marca registrada, indicada por ®. En una
realizacién de Oligoclonics® al menos dos de las moléculas de unién de acuerdo con la invencion se unen a
diferentes epitopos en dicha primera proteina de membrana; a diferentes epitopos en dicha segunda proteina
de membrana; o a diferentes epitopos en dicha primera proteina de membrana y a diferentes epitopos en dicha
segunda proteina de membrana. Una realizacion de Oligoclonics® permite la union de dos o mas moléculas de
union a la misma molécula de la primera y/o segunda proteina de membrana, estimulando de esta manera la
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actividad de un miembro de la superfamilia de receptores del TNF en una célula. Se prefiere que al menos dos
de las moléculas de unién de acuerdo con la invencién se unan a diferentes epitopos de dicha segunda proteina
de membrana; o se unan a diferentes epitopos de dicha primera proteina de membrana y a diferentes epitopos
de dicha segunda proteina de membrana. En una realizacién particularmente preferida, las al menos dos
moléculas de unidn de acuerdo con la invenciéon se unen al mismo epitopo en dicha primera proteina de
membrana y a diferentes epitopos en dicha segunda proteina de membrana. En algunas realizaciones de
Oligoclonics® las dos moléculas de unién de acuerdo con la invencién bloquean la interaccion ligando-miembro
de la superfamilia de receptores TNF. En otras realizaciones de Oligoclonics® las dos moléculas de union de
acuerdo con la invencién no bloquean la interaccién ligando-miembro de la superfamilia de receptores de TNF.
Los diferentes epitopos unidos por las moléculas de unién de acuerdo con la invencién en una primera y
segunda proteina de membrana son preferiblemente tales que es posible la unién simultanea de una molécula
de unién que se une a uno de los epitopos y una molécula de unién que se une al epitopo diferente. En una
realizacién preferida, los epitopos diferentes son epitopos que no compiten entre si. En una realizacién
preferida, una primera y una segunda de dichas moléculas de unién de acuerdo con la invencién se pueden
unir al mismo dominio de CD137. En una realizacion preferida, dicha primera y segunda molécula de unién de
acuerdo con la invencién se unen al mismo epitopo en CD137.

La segunda proteina de membrana es PD-L1. El dominio variable que se une a la segunda proteina de
membrana bloquea la unién de PD-L1 al socio de unién de la misma. De este modo se reduce una posible
sefial coinhibitoria proporcionada por la segunda proteina de membrana a la primera célula.

PD-L1 como segunda proteina de membrana es miembro de un par de unién. Por ejemplo, pero no de acuerdo
con la presente invencién, el receptor de EGF (EGFR) y EGF forman un par de unién. Otros ejemplos no
limitantes de pares de unién adecuados son HER3 y heregulina; LGR5-Rspondina; LGR4-Rspondina; o PD-L1
como ligando miembro de la familia B7 y el receptor del mismo de la familia CD28. Un anticuerpo biespecifico
como el descrito en el presente documento bloquea la unién de la segunda proteina de membrana al miembro
complementario del par de unién. Los anticuerpos biespecificos de la presente invencién estimulan
normalmente la actividad de un miembro de la superfamilia de receptores de TNF en la célula y bloquean una
actividad de la segunda proteina de membrana de la presente invencién. Dichos anticuerpos biespecificos son
particularmente adecuados para situaciones en las que la segunda célula es una célula tumoral, o para el
tratamiento de individuos con cancer. De acuerdo con la invencién reivindicada, la segunda proteina de
membrana es PD-L1 como miembro de la familia B7 y dicho anticuerpo biespecifico bloquea preferiblemente
la unién de dicho miembro de la familia B7 a su receptor normal de la familia CD28. La segunda proteina de
membrana es PD-L1 y dicho anticuerpo biespecifico bloquea preferiblemente la unién de PD-L1 a PD-1.

Una célula tiene normalmente un miembro de la superfamilia de receptores TNF en la membrana si el miembro
es expresado por la célula. La expresién se puede medir de varias maneras. A menudo se utiliza la PCR
cuantitativa especifica de ARN. También a menudo se utiliza la inmunohistoquimica o el anélisis FACS
mediante inmunofluorescencia.

Un sistema adecuado en el que se proporcionan la primera célula y la segunda célula es un cultivo celular. Otro
sistema adecuado es un animal no humano que comprende la primera célula y la segunda célula. Otros
sistemas adecuados son los sistemas ex vivo en los que las células se mantienen en forma activa pero en los
que no se facilita necesariamente el crecimiento de las células. Una primera y una segunda célula se pueden
incubar juntas, por ejemplo, bajo condiciones de ensayo que no faciliten necesariamente el crecimiento pero
permitan medir la actividad biol6gica.

Incubar dicho sistema bajo condiciones permisivas para las células que expresan dicha actividad biolégica
mediada por la unién de dicha primera proteina de membrana y dicha segunda proteina de membrana significa
que el sistema se mantiene en condiciones en las que la primera y la segunda célula pueden exhibir una
actividad biolégica como resultado de los socios de unién. La incubacién in vivo o in vitro no tiene que implicar
méas que el paso de un tiempo suficiente para permitir que la actividad biolégica se haga evidente.

Un dominio variable que no bloquea la unién de un par de unién especifico de proteinas de membrana como
se describe en el presente documento no reduce normalmente la unién del par cuando se compara con la unién
en ausencia del dominio variable. Esto se mide preferiblemente en un ensayo /n vitro. Normalmente, esto se
hace al incubar el dominio variable con la proteina de membrana a la que se puede unir y posteriormente
incubar la mezcla con el otro miembro del par. La unién del par se compara entonces con la unién del par en
ausencia del dominio variable. Se considera que un dominio variable no bloquea la unidén de un par especifico
de proteinas de membrana si reduce la unién del par en no mas del 50 %, preferiblemente no més del 40 %,
preferiblemente no méas del 30 %, preferiblemente no méas del 20 %, y més preferiblemente no mas del 10 %,
en comparacién con la unién en ausencia del dominio variable. La unién por un dominio variable y el bloqueo
0 no bloqueo de la unién al otro miembro del par de unién se define en el presente documento como el bloqueo
obtenido utilizando un anticuerpo monoclonal bivalente que comprende dos de los mismos de dichos dominios
variables. El bloqueo o no bloqueo se define como el obtenido con un anticuerpo monoespecifico bivalente que
comprende dichos dos de los mismos de dichos dominios variables.
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Los dominios variables especificos que se pueden unir a un dominio extracelular de CD137 y que no bloquean
la unién de CD137 a CD137L son dominios variables que comprenden la secuencia de aminoacidos del VH de
MF6860; MF6848; MF6805; MF6832; MF6870, MF6862; MF6875; o MF6873.

Los dominios variables especificos que se pueden unir a un dominio extracelular de PD-L1 y que no bloquean
la unién de PD1 a PD-L1 son dominios variables que comprenden la secuencia de aminoacidos del VH de
MF5361.

Los aspectos funcionales de los dominios variables en especie, no necesariamente en cantidad, tales como la
unidén a un antigeno, la capacidad de bloqueo de la interaccidén del receptor ligando, la actividad biolégica de
un dominio variable, etc., se pueden determinar de diversas maneras. Los formatos adecuados son un
fragmento Fab o un anticuerpo. Un formato de anticuerpo adecuado es un anticuerpo bivalente monoespecifico
que comprende dos de los dominios variables. Otro formato adecuado es, por ejemplo un anticuerpo
biespecifico que comprenda el dominio variable que se va a probar y otro dominio variable. El otro dominio
variable es preferiblemente un dominio variable con una especificidad neutra con respecto al ensayo que se va
a realizar. Un dominio variable neutro adecuado es un dominio variable que pueda unirse al toxoide tetanico.

Un anticuerpo biespecifico de la invencién comprende preferiblemente un dominio variable que bloquea la unién
de CD137 como su proteina de membrana diana de la superfamilia de receptores de TNF a un socio de unién
del mismo. En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico de la invencién comprende un dominio variable
que bloquea la unién de CD137 como su proteina de membrana diana de la superfamilia de receptores de TNF
a un socio de unién del mismo, y que, cuando se proporciona en un anticuerpo bivalente monoespecifico que
comprende dos de dichos dominios variables que se unen a CD137, no estimula la actividad de CD137 en una
célula. En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico de la invencién comprende un dominio variable que
bloquea la unién de CD137 a CD137L, y que, cuando se proporciona en un anticuerpo bivalente
monoespecifico que comprende dos de dichos dominios variables, no estimula la actividad de CD137 en una
célula.

La invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién para uso en un
método para el tratamiento de un individuo que tiene un cancer, el método comprende administrar un anticuerpo
biespecifico de la invencién, al individuo que lo necesita. El individuo es preferiblemente un individuo que tiene
cancer. En algunas realizaciones el cancer es un cancer que comprende células cancerosas que expresan
dicha segunda proteina de membrana. En algunas realizaciones el cancer es un cancer que comprende células
cancerosas que expresan un miembro de la familia B7. En algunas realizaciones, las células inmunitarias y/o
las células del linaje mieloide de dicho individuo expresan dicha segunda proteina de membrana,
preferiblemente un miembro de la familia B7. En algunas realizaciones, las células presentadoras de antigenos
(APC) de dicho individuo expresan dicha segunda proteina de membrana, preferiblemente un miembro de la
familia B7. De acuerdo con estas realizaciones, las células cancerosas pueden o no expresar dicha segunda
proteina de membrana. Cuando las APC expresan dicha segunda proteina de membrana, los antigenos de
dicho cancer son presentados por dichas APC del individuo y la transactivaciéon de las células inmunitarias
(preferiblemente células T) se puede inducir por un anticuerpo de la invencién, que es capaz de unirse a una
célula inmunitaria y a una célula inmunitaria, APC o célula tumoral del individuo. En algunas realizaciones, se
utiliza el anticuerpo biespecifico de la invencién que se une a CD137 y PD-L1 como miembro de la familia B7.
Dicho anticuerpo de la invencién puede transactivar una célula inmunitaria mediante la unién de una célula
inmunitaria que exprese CD137 (preferiblemente una célula T) y una célula tumoral y/o una célula inmunitaria
y/o una célula del linaje mieloide y/o una APC que expresa dicho miembro de la familia B7.

El cancer es preferiblemente un adenocarcinoma. Los canceres preferidos son cancer colorrectal; cancer de
pancreas; cancer de pulmén; cdncer de mama; cancer de higado; cancer de préstata; cancer de ovario; cancer
de cuello uterino; cancer de endometrio; cancer de cabeza y cuello; melanoma; cancer de testiculo; cancer
urotelial; cancer renal; cancer de estémago; o cancer carcinoide. En una realizacién preferida, el cancer es
cancer colorrectal; cancer de péncreas; cancer de pulmén; cancer de mama; cancer de higado; cancer de
prostata; céncer de ovario; cancer de cuello uterino; cancer de endometrio; cancer de cabeza y cuello; o
melanoma. En una realizacién particularmente preferida, el cancer es cancer colorrectal, cancer de péncreas,
cancer de pulmén, cancer de mama o cancer de higado. En una realizacién particularmente preferida, el cancer
es un céancer gastrointestinal. En una realizacién preferida, el cancer es céncer colorrectal. En esta realizacién,
el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo con un dominio variable que se puede unir a CD137 y un dominio
variable que se puede unir a PD-L1. El dominio variable que se une a CD137 bloquea la unién de CD137 al
ligando CD137. El dominio variable que se une a PD-L1 bloquea preferiblemente la unién de PD-1 a PD-L1.

Ademas se proporciona un método para estimular una respuesta inmunitaria en un individuo contra una célula
aberrante en dicho individuo, el método comprende proporcionar a dicho individuo un anticuerpo biespecifico
de la invencidn. La célula aberrante es preferiblemente una célula de cancer, una célula infectada por un virus,
un parasito o una célula infectada por un paréasito. En una realizacién preferida la célula es una célula de cancer
0 una célula neoplasica. En esta realizacién el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo de acuerdo con la
invencion. El dominio variable que une CD137 bloquea la unién de CD137 al ligando CD137. El dominio variable
que une PD-L1 preferiblemente bloquea la unién de PD-1 a PD-L1.
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Una neoplasia es un crecimiento anormal de tejido y cuando también forma una masa se denomina
comunmente tumor. Una neoplasia en la presente invencién normalmente forma una masa. Una célula
neoplésica es una célula de una neoplasia que ha formado una masa. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) clasifica las neoplasias en cuatro grupos principales: neoplasias benignas, neoplasias in situ, neoplasias
malignas, y neoplasias de comportamiento incierto o desconocido. Las neoplasias malighas también se
conocen simplemente como canceres.

Estimular una respuesta inmunitaria abarca inducir una respuesta inmunitaria y mejorar una respuesta
inmunitaria ya existente. La respuesta inmunitaria en un individuo se puede medir midiendo, en su caso, la
carga tumoral del individuo, la carga virica del individuo y la carga parasitaria del individuo.

Dicha célula infectada por virus es preferiblemente una célula infectada por un virus de inmunodeficiencia, un
virus del herpes, preferiblemente un virus del herpes simple, un virus de la varicela-zoster, un citomegalovirus
o un virus de Epstein-Barr, un virus del papiloma, un virus de la hepatitis, preferiblemente un virus de la hepatitis
A, Bo C, un virus del sarampién o un adenovirus. El virus es preferiblemente un virus conocido por su capacidad
de persistir en un individuo. Las infecciones persistentes se caracterizan por el hecho de que el virus no se
elimina, sino que permanece en células especificas de los individuos infectados. Las infecciones persistentes
pueden implicar estadios de infeccién tanto silenciosa como productiva sin destruir rapidamente o incluso
producir un dafio excesivo de las células huésped. La interaccidn persistente virus-huésped puede ser una
infeccién latente, crénica y/o lenta.

Una célula infectada por un parasito es una célula infectada por un parasito intracelular. Dichos parésitos son
microorganismos paréasitos capaces de crecer y reproducirse dentro de las células de un huésped. Algunos
parasitos intracelulares también pueden vivir fuera de una célula. Dichos parasitos se denominan parésitos
intracelulares facultativos. Ejemplos no limitantes son Listeria monocytogenes, Legionella, ciertas especies de
micobacterias y Cryptococcus neoformans. Los parasitos intracelulares preferidos son parasitos que no pueden
crecer fuera de las células huésped, ejemplos preferidos son Chlamydia, y especies estrechamente
relacionadas, ciertas especies de micobacterias tales como Mycobacterium leprae, ciertos protozoos, que
incluyen: Apicomplexans (Plasmodium spp., Toxoplasma gondii y Cryptosporidium parvum y tripanosomatidos.

La divulgacién también proporciona una molécula de acido nucleico que codifica una regidn variable de cadena
pesada de anticuerpo cuya molécula de acido nucleico no forma parte de las reivindicaciones adjuntas. Dicha
molécula de 4cido nucleico (normalmente una molécula de &cido nucleico in vitro, aislada o recombinante)
codifica preferiblemente cualquiera de las regiones variables de cadena pesada como se representa en la
Figura 3 o una regién variable de cadena pesada como se representa en la Figura 3 que tiene 1, 2, 3,405
inserciones, supresiones, sustituciones de aminoécidos o combinacién de las mismas. En un aspecto preferido,
dicha molécula de acido nucleico comprende una secuencia como se representa en la Figura 3. Dicha molécula
de acido nucleico utiliza preferiblemente codones optimizados para la expresién en la célula productora de
anticuerpos que se va a utilizar. Dicho &cido nucleico que codifica una regién variable de cadena pesada como
se representa en la Figura 3 o una regién variable de cadena pesada como se representa en la Figura 3 que
tiene 1, 2, 3, 4 o S inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o combinaciones de las mismas esta
optimizado en codones para la expresién en una célula humana, preferiblemente Per.C6TM; o un hamster
chino, preferiblemente CHO. La divulgacidn proporciona ademas una molécula de acido nucleico que codifica
para la mencionada regidn variable de cadena pesada junto con una regidén constante de cadena pesada de la
Figura 2. Dicha molécula de acido nucleico es normalmente, pero no exclusivamente, un acido ribonucleico
(ARN) o un é&cido desoxirribonucleico (ADN). Los expertos en la materia disponen de é&cidos nucleicos
alternativos. Una molécula de acido nucleico como se describe en el presente documento, se encuentra, por
ejemplo en una célula. Cuando dicha molécula de acido nucleico se expresa en dicha célula, dicha célula puede
producir un anticuerpo de acuerdo con la invencién. Se produce un anticuerpo cuando dicha célula produce
una cadena pesada y una cadena ligera. La célula comprende preferiblemente una molécula de 4cido nucleico
que codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada de
anticuerpo que, cuando se combina con una cadena ligera comun, se puede unir a dicha primera proteina de
membrana. Dicha célula comprende preferiblemente ademas una molécula de 4cido nucleico que codifica una
cadena pesada de anticuerpos que comprende una regidén variable de cadena pesada de anticuerpos que,
cuando se combina con una cadena ligera comun, se puede unir a dicha segunda proteina de membrana.
Dicha célula comprende preferiblemente ademas una molécula de &cido nucleico que codifica una cadena
ligera comun. Dicha célula es preferiblemente una célula animal, més preferiblemente una célula de mamifero,
més preferiblemente una célula de primate, y lo mas preferiblemente una célula humana.

La divulgacidn proporciona ademés una célula que comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento, cuya célula no es parte de las reivindicaciones adjuntas. También se proporciona una célula que
comprende una 0 mas moléculas de acido nucleico que solas o juntas codifican un anticuerpo como se describe
en el presente documento, cuya célula no forma parte de las reivindicaciones adjuntas. La una o mas moléculas
de acido nucleico son moléculas de &cido nucleico expresables, lo que significa que contienen las sefiales
requeridas in cis para la transcripcion del ARN y la traduccién de los dominios codificantes de proteinas.
Preferiblemente, dicha célula (normalmente una célula in vitro, aislada o recombinante) produce dicho
anticuerpo. En un aspecto preferido, dicha célula es una célula de hibridoma, una célula de ovario de hamster
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chino (CHO), una célula NSO o una célula PER-C6TM. En un aspecto particularmente preferido, dicha célula
es una célula CHO. Ademas, se proporciona un cultivo celular que comprende dicha célula. Varias instituciones
y empresas han desarrollado estirpes celulares para la produccidén a gran escala de anticuerpos, por ejemplo
para uso clinico. Ejemplos no limitantes de tales estirpes celulares son las células CHO, las células NSO o las
células PER.C6TM. Estas células también se utilizan para otros fines tales como la produccién de proteinas.
Las estirpes celulares desarrolladas para la produccién a escala industrial de proteinas y anticuerpos se
denominan en el presente documento estirpes celulares industriales. Por tanto, en un aspecto preferido, la
divulgacidén proporciona el uso de una estirpe celular desarrollada para la produccién a gran escala de un
anticuerpo como se describe en el presente documento. La divulgacién proporciona ademas una célula para
producir un anticuerpo que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una VH, una VL, y/o una
cadena pesada como se representa en las Figuras 3, 1y 2. Preferiblemente, dicha molécula de &cido nucleico
comprende una secuencia como se representa en las Figuras 1y 2.

La divulgacion proporciona ademas un método para producir un anticuerpo que comprende cultivar una célula
como se describe en el presente documento y cosechar dicho anticuerpo a partir de dicho cultivo, cuyo método
no es parte de las reivindicaciones adjuntas. Preferiblemente, dicha célula se cultiva en un medio libre de suero.
Preferiblemente, dicha célula estd adaptada para el crecimiento en suspensidén. Se proporciona ademas un
anticuerpo obtenible por un método para producir un anticuerpo como se describe en el presente documento.
El anticuerpo se purifica preferiblemente a partir del medio de cultivo. Preferiblemente, dicho anticuerpo se
purifica por afinidad.

Una célula de la divulgacién es, por ejemplo una estirpe celular de hibridoma, una célula CHO, una célula 293F,
una célula NSO o cualquier otro tipo celular conocido en la técnica por su idoneidad para la produccién de
anticuerpos con fines clinicos, en particular para la produccién de anticuerpos utilizados para la administracién
en humanos. En un aspecto particularmente preferido, dicha célula es una célula humana, preferiblemente una
célula que se transforma por una regiéon E1 de adenovirus o un equivalente funcional de la misma. Un ejemplo
preferido de dicha estirpe celular es la estirpe celular PER.C6TM o equivalente de la misma. En un aspecto
particularmente preferido, dicha célula es una célula CHO o una variante de la misma que hace uso de un
sistema de vector de Glutamina sintetasa (GS) para la expresion de un anticuerpo.

Un anticuerpo biespecifico de la invencién puede comprender ademas una etiqueta, preferiblemente una
etiqueta para formaciéon de imagen /n vivo. Dicha etiqueta normalmente no es necesaria para aplicaciones
terapéuticas. En un entorno de diagnéstico, por ejemplo una etiqueta puede ser atil. Por ejemplo en la
visualizacién de células diana en el cuerpo. Varias etiquetas son adecuadas y muchas son bien conocidas en
la técnica. En una realizacién preferida, la etiqueta es una etiqueta radiactiva para la deteccién. En otra
realizacién preferida, la etiqueta es una etiqueta infrarroja. Preferiblemente, la etiqueta infrarroja es adecuada
para la formacién de imagenes in vivo. El experto en la materia dispone de varias etiquetas infrarrojas. Las
etiquetas infrarrojas preferidas son por ejemplo IRDye 800; IRDye 680RD; IRDye 680LT, IRDye 750; IRDye
700DX; IRDye 800RS IRDye 650; IRDye 700 fosforamidita; IRDye 800 fosforamidita (LI-COR USA; 4647
Superior Street; Lincoln, Nebraska).

La cantidad de anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién que se debe administrar a un paciente se
encuentra normalmente en la ventana terapéutica, lo que significa que se utiliza una cantidad suficiente para
obtener un efecto terapéutico, mientras que la cantidad no supera un valor umbral que conduce a un grado
inaceptable de efectos secundarios. Cuanto menor sea la cantidad de anticuerpo necesaria para obtener un
efecto terapéutico deseado, mayor serd normalmente la ventana terapéutica. Por lo tanto, se prefiere un
anticuerpo de acuerdo con la invencién que ejerza suficientes efectos terapéuticos a una dosificacién baja. La
dosificacion puede estar en el rango del régimen de dosificacién de Nivolumab. La dosificacion también puede
ser inferior.

En un entorno de supresidén tumoral, se espera que la expresién de PD-L1 en las células circundantes alcance
un umbral de densidad que dara lugar a la activacién de CD137 en las células T como se describe en el Ejemplo
8 (Figura 28A y 28B). Como tal el anticuerpo biespecifico podra activar células T dentro del tumor y no actuar
- 0 hacerlo en un grado significativamente menor - sobre células que expresen niveles bajos de PD-L1 en la
superficie celular. En caso de que el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 contenga un brazo Fab bloqueante
de PD-L1, el anticuerpo superara ademés el bloqueo PD-1/PD-L1. Al actuar en ‘trans’, el anticuerpo
CD137xPD-L1 liberara el bloqueo PD-1/PD-L1 y activara simultdneamente la célula T al activar CD137. Como
resultado, un anticuerpo CD137xPD-L1 puede mejorar las respuestas de las células T locales que conducen a
la liberacién de una plétora de citocinas (Ejemplo 9) que a su vez pueden activar otras células inmunitarias en
el microambiente tumoral y superar, al menos en parte, la inmunosupresién local en el tumor. Los presentes
inventores han demostrado que un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién a menudo tiene mejores
propiedades activadoras de células T en comparacién con anticuerpos que se basan en anticuerpos de
referencia de la técnica anterior con el mismo tipo de especificidad, tal como por ejemplo anticuerpos basados
en Urelumab (anti-CD137) o basados en Atezolizumab (anti-PD-L1). En los Ejemplos, se ha logrado una
actividad activadora de células T mas fuerte con un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidén en
comparacion con una mezcla de dos de dichos anticuerpos basados en puntos de referencia. Esto se muestra,
por ejemplo en los ensayos de transactivacion de células T y los ensayos de estimulacién SEB de los presentes
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Ejemplos. También se ha demostrado que un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente invenciéon es
capaz de revertir la inmunosupresion inducida por macréfagos M2 asociados a tumores y es capaz de
(re)estimular células T especificas de tumores aisladas de tumores de pacientes in vitro. Un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la presente invencién puede (re)estimular células T de memoria efectoras CD4+
especificas de tumor, células T de memoria efectoras CD8+ especificas de tumor y células T diferenciadas
terminalmente CD8+ especificas de tumor, mientras que un anticuerpo anti-PD-L1 de referencia basado en
Atezolizumab normalmente sélo (re)estimula células T CD4+. Por lo tanto, un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la presente invencién tiene una potencia de (re)estimulacion de un subconjunto mas variable de
células T especificas de antigeno en comparacién con el anticuerpo de referencia, que incluyen las células T
CD8+.

Ademas de revigorizar las respuestas de células T citotdxicas existentes contra el tumor mediante la activacién
de células T CD8 experimentadas en antigenos, los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 pueden mejorar
las respuestas antitumorales de células T CD8+ de novo. Los (neo)antigenos tumorales liberados al entorno
por las células tumorales moribundas o por las células tumorales engullidas por las células presentadoras de
antigenos son transportados a los ganglios linfaticos de drenaje o a las estructuras linfoides terciarias, que son
formaciones linfoides ectépicas encontradas en los tejidos tumorales. En el entorno tumoral local, los antigenos
tumorales se presentan a las células T CD8+ virgenes que se expandiran y diferenciaran tras el reconocimiento
del antigeno.

Como se muestra en los Ejemplos, un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién puede mejorar la
expansién de células T tras el cebado de células T CD8+ en mayor medida que los anticuerpos de referencia
basados en Urelumab o basados en Atezolizumab. En los Ejemplos se ha demostrado que un anticuerpo de
acuerdo con la invencién puede inducir tanto la expansién como la diferenciacién de células T CD8+ especificas
de antigeno, en mayor medida que una mezcla de anticuerpos de referencia basados en Urelumab y basados
en Atezolizumab, lo que facilitara la generacién de grandes poblaciones de células T destructoras de memoria
y diferenciadas terminalmente especificas de tumor.

Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién puede tener menos efectos secundarios que una
combinacién de anticuerpos monoespecificos bivalentes con los dominios variables. Las combinaciones de
anticuerpos que bloquean moléculas inhibidoras y/o coestimuladoras benefician a los pacientes que no
responden a las inmunoterapias existentes. Sin embargo, se ha mostrado que el bloqueo doble de los
receptores inmunomoduladores (iIMOD) aumenta la toxicidad relacionada con la inmunidad. Un anticuerpo de
acuerdo con la invencién es adecuado para abordar el bloqueo doble de IMOD, ya que pueden ejercer
actividades funcionales que no pueden ser reproducidas por combinaciones de anticuerpos monoclonales, y
pueden dirigirse mas selectivamente a poblaciones celulares especificas, 1o que reduce las responsabilidades
de seguridad en los pacientes. Sin estar limitados a ninguna teoria, se considera que la menor probabilidad de
efectos secundarios adversos de un anticuerpo biespecifico de la invencién, en comparacién con (una
combinacién de) anticuerpos monoespecificos, se debe al menos en parte a que un anticuerpo biespecifico de
la invencién exhibe normalmente activacién de células T en trans, mientras que tiene una baja actividad de
activacion de células T in cis. Se prefiere el uso de un anticuerpo con baja actividad de activacidén de células T
in cis en el contexto de la presente invencién porque esto disminuye la respuesta potencial de células T no
especifica. Un anticuerpo o anticuerpo biespecifico o una parte funcional, derivado y/o analogo del mismo de
acuerdo con la invencién tiene menos toxicidad relacionada con el sistema inmunitario que una combinacién
de anticuerpos monoespecificos bivalentes con los dominios variables.

En vista de lo anterior, se prefiere un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente invencién para
aplicaciones terapéuticas.

Los anticuerpos se produjeron como anticuerpos biespecificos al clonarlos en vectores de expresion
complementarios que contienen mutaciones en la regién CH3 que impulsa la heterodimerizacién de las
cadenas pesadas. Muchos anticuerpos biespecificos se produjeron a pequefia escala y se probaron en ensayos
de unidén y funcionales en estirpes celulares cancerosas. Un anticuerpo de la invencién, en particular un
anticuerpo biespecifico de la invencién puede combinar perfiles de baja toxicidad con alta eficacia. Un
anticuerpo de la invencién puede ser util en varios tipos y lineas de terapias inmunodirigidas. Un anticuerpo de
la invencién puede tener una ventana terapéutica aumentada en comparacién con un anticuerpo que se une al
mismo antigeno(s) con ambos brazos.

Se proporciona ademas un uso de un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién para la preparacién
de un medicamento para el tratamiento o prevenciéon de células aberrantes, un tumor y/o la formacién de
metéastasis. El tumor del que se originan dichas metéstasis es preferiblemente un tumor que es positivo para
dicha segunda proteina de membrana celular, preferiblemente positivo para un miembro de la familia B7 de
acuerdo con la presente invencion.

Los anticuerpos biespecificos de la invencién se pueden producir a niveles > 50 mg/l después de la transfeccion
transitoria en células 293F en suspensidn. Los anticuerpos biespecificos se pueden purificar a més del 98 %
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de pureza con rendimientos > 70 %. Los estudios de caracterizacién analitica muestran perfiles de anticuerpos
IgGl biespecificos que son comparables a los IgG1 monoespecificos bivalentes.

La invencién de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas proporciona un anticuerpo biespecifico que se puede
unir a una parte extracelular de CD137 y una parte extracelular de PD-L1. Dicho anticuerpo biespecifico
comprende dos sitios de unién a antigeno. Dicho anticuerpo biespecifico comprende un sitio de unién a
antigeno que puede unir CD137 y un sitio de unién a antigeno que puede unir PD-L1. En algunas realizaciones
preferidas, la parte de unién a antigeno de dicho anticuerpo biespecifico de la invencién consiste en un dominio
variable de inmunoglobulina que puede unir una parte extracelular de CD137 y un dominio variable de
inmunoglobulina que puede unir PD-L1. Dicho anticuerpo biespecifico es preferiblemente monovalente para
CD137 y monovalente para PD-L1. El sitio de unién a antigeno que puede unir CD137 es capaz de bloquear la
unién de CD137 a CD137L. En algunas realizaciones el sitio de unién a antigeno que puede unir PD-L1 es
capaz de bloquear la unién de PD-L1 a PD-1. En algunas realizaciones el sitio de unién a antigeno que puede
unir PD-L1 no es capaz de bloquear la unién de PD-L1 a PD-1. Dicho anticuerpo biespecifico es un anticuerpo
de longitud completa. Dicho anticuerpo biespecifico es un anticuerpo de longitud completa, es decir una IgG,
1gG1, 19G2, 1I9G3 o 1gG4 de longitud completa, preferiblemente una IgG1 de longitud completa o una IgG4 de
longitud completa.

También se proporciona un método para el tratamiento de un individuo que tiene un cancer, el método
comprende administrar un anticuerpo biespecifico de la invencién al individuo que lo necesita.

La invencién ademas proporciona un anticuerpo biespecifico de la invencién para uso en el tratamiento de un
individuo que tiene cancer.

De acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, la invencién proporciona un método para estimular la actividad
de CD137 como el miembro de la superfamilia de receptores de TNF en una célula que comprende proporcionar
una primera célula y una segunda célula, en la que dicha primera célula tiene CD137 como dicho miembro en
la membrana celular y dicha segunda célula tiene PD-L1 como segunda proteina de membrana en la membrana
celular, el método comprende poner en contacto dichas células con un anticuerpo biespecifico que comprende
dos dominios variables, en el que dicho anticuerpo biespecifico es preferiblemente un anticuerpo de longitud
completa, en el que el dominio variable que une una parte extracelular de dicho miembro de la superfamilia de
receptores de TNF se define como un dominio variable que, cuando estd en un formato de anticuerpo
monoespecifico bivalente que comprende dos de dichos dominios variables que se unen a dicho miembro de
la superfamilia de receptores de TNF, no estimula la actividad de dicho miembro de la superfamilia de
receptores de TNF en una célula, en el que el miembro de la superfamilia de receptores de TNF es CD137 y el
miembro de la familia B7 es PDL1, y en el que el método no comprende el tratamiento en un cuerpo humano o
animal. En algunas realizaciones, dicho método es un método in vitro. Dicho anticuerpo biespecifico es
monovalente para dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF y monovalente para dicha segunda
proteina de membrana. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo biespecifico es una IgG de longitud
completa, es decir una IgG1, 19G2, 1IgG3 o 1IgG4 de longitud completa, preferiblemente una IgG1 de longitud
completa o una IgG4 de longitud completa.

Dicha primera célula preferiblemente no expresa significativamente dicha segunda proteina de membrana en
la membrana celular. Dicha segunda proteina de membrana es preferiblemente una proteina que esta presente
en una o mas zonas en la membrana celular. Dicha zona es preferiblemente un agrupamiento, dominio, micro-
dominio o compartimiento en la membrana celular, preferiblemente una sinapsis inmunolégica. Dicha segunda
proteina de membrana esta presente preferiblemente en la membrana celular como una parte de una proteina
multimérica que comprende dos o mas instancias de dicha segunda proteina de membrana. En algunas
realizaciones dicha segunda proteina de membrana esta presente en la membrana celular como una parte de
un homodimero o a homotrimero. La segunda proteina de membrana es PD-L1. El dominio variable que une
el miembro de la superfamilia de receptores de TNF, bloquea la unién de un ligando al miembro. El dominio
variable que une una parte extracelular de CD137 como miembro de la superfamilia de receptores de TNF se
define como un dominio variable que, cuando esta en un formato de anticuerpo monoespecifico bivalente que
comprende dos de dichos dominios variables que se unen a CD137, no estimulan la actividad de CD137 o
OX40, respectivamente, en una célula. Un método preferiblemente comprende ademés proporcionar un
anticuerpo biespecifico adicional que comprende un sitio de unién a antigeno que puede unir una parte
extracelular de dicho miembro de la superfamilia de receptores de TNF y un sitio de unién a antigeno que puede
unir una parte extracelular de dicha segunda proteina de membrana, en la que dichos primer y segundo
anticuerpos biespecificos unen:

- diferentes epitopos en dicha primera proteina de membrana;
- diferentes epitopos en dicha segunda proteina de membrana; o

- diferentes epitopos en dicha primera proteina de membrana y diferentes epitopos en dicha segunda proteina
de membrana;
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el método comprende ademas incubar dicha primera y segunda célula con dichos primer y segundo anticuerpos
biespecificos, estimulando de esta manera la actividad de dicho miembro de la superfamilia de receptores de
TNF en dicha primera célula. En algunas realizaciones, dicho método es un método in vitro. El miembro de la
superfamilia de receptores de TNF es CD137 o OX40. En algunas realizaciones dicho primer y dicho segundo
anticuerpo biespecifico cada uno comprende un sitio de unién a antigeno que puede unir dicho miembro de la
superfamilia de receptores de TNF. Dicha segunda proteina de membrana es PD-L1. Dicho primer y/o dicho
anticuerpo biespecifico son preferiblemente monovalentes para dicho miembro de la superfamilia de receptores
de TNF y monovalente para dicha segunda proteina de membrana, preferiblemente monovalente para dicho
miembro de la familia B7. Dicho primer y/o dicho anticuerpo biespecifico es/son preferiblemente un anticuerpo
de longitud completa. En algunas realizaciones, dicho segundo anticuerpo biespecifico es una IgG de longitud
completa, es decir una IgG1, 19G2, 1IgG3 o 1IgG4 de longitud completa, preferiblemente una IgG1 de longitud
completa o una IgG4 de longitud completa.

Los sitios de unién a antigeno del primer y segundo anticuerpo biespecifico que pueden unir dicha segunda
proteina de membrana, preferiblemente unen diferentes epitopos en la parte extracelular de dicha segunda
proteina de membrana. Los diferentes epitopos en la parte extracelular de dicha segunda proteina de
membrana son preferiblemente epitopos no competidores.

La PD-L1 como la segunda proteina de membrana preferiblemente no se expresa en un grado significativo en
una célula T. PD-L1 se expresa preferiblemente en una célula inmunitaria, una célula del linaje mieloide, una
célula presentadora de antigeno, una célula tumoral, una célula infectada por virus o una célula infectada por
parasitos. Preferiblemente PD-L1 presente en una o mas zonas en la membrana celular. La zona es
preferiblemente un agrupamiento, dominio, micro-dominio o compartimiento en la membrana celular,
preferiblemente una sinapsis inmunolégica. En algunas realizaciones PD-L1 es una proteina que esta presente
en la membrana celular como una parte de una proteina multimérica que comprende dos o més de dicha
segunda proteina de membrana. En algunas realizaciones PD-L1 est4 presente en la membrana celular como
una parte de un homodimero o un homotrimero. La segunda proteina de membrana es PD-L1. El dominio
variable que une dicho CD 137 bloquea la unién de un ligando al miembro. El dominio variable que une una
parte extracelular de dicho CD137 se define como un dominio variable que, cuando estd en un formato de
anticuerpo monoespecifico bivalente que comprende dos de dichos dominios variables que se unen a dicho
CD137 o0 OX40, no estimulan la actividad de CD137 o OX40, respectivamente, en una célula. Dicho anticuerpo
biespecifico es preferiblemente monovalente para CD137 y monovalente para PD-L1. Dicho anticuerpo
biespecifico es preferiblemente un anticuerpo de longitud completa. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo
biespecifico es una IgG de longitud completa, es decir una 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 de longitud completa,
preferiblemente una 1I9G1 de longitud completa o una IgG4 de longitud completa.

La divulgacién también proporciona una composicién o kit de partes que comprende dos o mas de los
anticuerpos biespecificos de la invencién, en los que los sitios de unién a antigeno que se pueden unira CD137
de un primer y un segundo anticuerpo biespecifico se unen a diferentes epitopos en dicho CD137.

Un anticuerpo que se define por una secuencia MF como se indica a continuaciéon es preferiblemente un
anticuerpo biespecifico que tiene dos dominios variables diferentes, en el que uno de estos dominios variables
comprende la secuencia indicada.

Un anticuerpo biespecifico como se define en el conjunto de reivindicaciones adjunto, comprende un dominio
variable que se puede unir a una parte extracelular de CD137 comprende la secuencia de aminoacidos de la
regiéon de cadena pesada variable de MF6754; MF6763; MF6785; o MF6797.

Un anticuerpo biespecifico que comprende un dominio variable que se puede unir a una parte extracelular de
PD-L1 preferiblemente comprende una regién variable de cadena pesada con una regién CDR3 que comprende
la secuencia de aminoécidos de la regién CDR3 de la regién de cadena pesada variable de MF5554; MF5576;
MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5424; MF5561;, MF5439;, MF5553; MF5594; MF5426; MF5442 o
MF5361 (Figura 3).

Un anticuerpo biespecifico que comprende un dominio variable que se puede unir a una parte extracelular de
PD-L1 preferiblemente comprende una regién variable de cadena pesada con una regién CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de una regién de cadena pesada
variable de una de la VH representada para MF5554; MF5576; MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5424,
MF5561; MF5439; MF5553; MF5594; MF5426; MF5442 o MF5361 (Figura 3). Las secuencias de CDR1, CDR2
y CDR3 preferiblemente se seleccionan de la misma regién VH.

Un anticuerpo biespecifico que comprende un dominio variable que se puede unir a una parte extracelular de
PD-L1 preferiblemente comprende la secuencia de aminoacidos de la regién de cadena pesada variable de
MF5554; MF5576;, MF5578; MF9375;, MF9376; MF7702; MF5424; MF5561; MF5439; MF5553;, MF5594;
MF5426; MF5442 o MF5361 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 90 10 y que tiene
preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 o0 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de
las mismas con respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH del MF indicado. Las insercién(es),
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supresién(es), sustituciéon(es) de aminoacidos o una combinacién de las mismas, si las hay, preferiblemente no
estan en la secuencia de aminoacidos de las regiones CDR.

Un anticuerpo biespecifico preferiblemente comprende un dominio variable que se puede unir a una parte
extracelular de CD137 que bloquea la unién de CD137 a ligando CD137 y un dominio variable que se puede
unir a una parte extracelular de PD-L1 que bloquea la unién de PD-1 a PD-L1. El dominio variable que une una
parte extracelular de PD-L1 en este anticuerpo preferiblemente comprende una regién VH con la secuencia de
aminoécidos de la CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de una de la VH de
MF5554; MF5576;, MF5578; MF9375;, MF9376; MF7702; MF5424; MF5561; MF5439; MF5553;, MF5594;
MF5426; MF5442 o MF5361 (Figura 3). En una realizacién preferida, el dominio variable que une una parte
extracelular de PD-L1 comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de una VH de MF5554;
MF5576; MF5578;, MF9375;, MF9376; MF7702; MF5424; MF5561; MF5439; MF5553; MF5594; MF5426;
MF5442 o MF5361 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 y que tiene
preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 0 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de
las mismas con respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH del MF indicado.

El dominio variable que une una parte extracelular de CD137 comprende una regién VH de MF6754; MF6763;
MF6785; o MF6797 (Figura 3). Una combinacion particularmente preferida en este anticuerpo o parte funcional,
derivado y/o anéalogo es la combinacién de dominios variables que comprenden la secuencia indicada de
MF6797 y MF7702; MF6763 y MF7702; MF6785 y MF7702; MF6797 y MF5553; MFE6763 y MF5553; MF6785
y MF5553; MF6754 y MF5424; MF6763 y MF5561; MF6785 y MF5439; o MF6797 y MF5553.

Un anticuerpo biespecifico como se describe en el presente documento preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6754; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5554; MF5576; MF5578;
MF9375; MF9376; MF7702, MF5594; MF5424; MF5426;, MF5553; MF5442; MF5561; MF5439 o MF5361
(Figura 3).

Un anticuerpo biespecifico preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6754 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5554; MF5576; MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5594; MF5424; MF5426; MF5553; MF5442;
MF5561; MF5439 o MF5361 (Figura 3) que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,90 10y
que tiene preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoécidos o una
combinacién de las mismas con respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH del MF indicado.

Un anticuerpo biespecifico como se describe en el presente documento preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6763; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5554; MF5576; MF5578;
MF9375; MF9376; MF7702, MF5594; MF5424; MF5426;, MF5553; MF5442; MF5561; MF5439 o MF5361
(Figura 3).

Un anticuerpo biespecifico preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6763 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5554; MF5576; MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5594; MF5424; MF5426; MF5553; MF5442;
o MF5561; MF5439 o MF5361 (Figura 3) que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9010
y que tiene preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una
combinacién de las mismas con respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH del MF indicado.

Un anticuerpo biespecifico como se describe en el presente documento preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6785; y
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- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5554; MF5576; MF5578;
MF9375; MF9376; MF7702, MF5594; MF5424; MF5426;, MF5553; MF5442; MF5561; MF5439 o MF5361
(Figura 3).

Un anticuerpo biespecifico preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6785 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5554; MF5576; MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5594; MF5424; MF5426; MF5553; MF5442;
o MF5561; MF5439 o MF5361 (Figura 3) que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9010
y que tiene preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una
combinacién de las mismas con respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH del MF indicado.

Un anticuerpo biespecifico como se describe en el presente documento preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6797; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
CDR3 o la secuencia de aminoacidos de la CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5554; MF5576; MF5578;
MF9375; MF9376; MF7702, MF5594; MF5424; MF5426;, MF5553; MF5442; MF5561; MF5439 o MF5361
(Figura 3).

Un anticuerpo biespecifico preferiblemente comprende

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6797 v,

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5554; MF5576; MF5578; MF9375; MF9376; MF7702; MF5594; MF5424; MF5426; MF5553; MF5442;
o MF5561; MF5439 o MF5361(Figura 3) que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9010
y que tiene preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una
combinacién de las mismas con respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH del MF indicado.

Como se muestra en los Ejemplos, un anticuerpo con un dominio variable de unién a PD-L1 que se basa en
MF5553 proporciona resultados de activacién de células T particularmente buenos en combinacién con
diferentes dominios variables de unién a CD137, que incluyen MF6754, MF6763, MF6785 y MF6797.

Por lo tanto se proporciona ademés un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6754; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
region CDR3 de la VH de MF5553.

También se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6754; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoéacidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la regién VH con la secuencia de aminoécidos de
MF6754 vy;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5553 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la VH de MF6763; y
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- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:
- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la regiéon VH de MF6763; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoéacidos de la
VH de MF6763 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5553 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6785; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
regién CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6785; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:
- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la regién VH de MF6785 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5553 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6797; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
region CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6797; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF5553.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6797 v,

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF5553 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF5553.
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Se muestra ademas en los Ejemplos que un anticuerpo con un dominio variable de unién a PD-L1 que se basa
en MF7702 proporciona resultados de activacion de células T particularmente buenos en combinacién con
diferentes dominios variables de unién a CD137, que incluyen MF6763, MF6785 y MF6797.

Por lo tanto se proporciona ademés un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6797; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
region CDR3 de la VH de MF7702.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:
- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la regién VH de la VH de MF6797; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoéacidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF7702.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:
- un dominio variable de unién a CD137 que comprende la regién VH de MF6797 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF7702 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF7702.

Ademas se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6763; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF7702.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6763; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoéacidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF7702.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6763 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
VH de MF7702 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoécidos de la VH de MF7702.

Ademas se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
region CDR3 de la VH de MF6785; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de la
region CDR3 de la VH de MF7702.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoacidos de
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF6785; y

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoéacidos de las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH de MF7702.
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En una realizacién, se proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende:

- un dominio variable de unién a CD137 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF6785 y;

- un dominio variable de unién a PD-L1 que comprende una regién VH con la secuencia de aminoécidos de la
VH de MF7702 que tiene a lo sumo 15, preferiblemente 0, 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 y que tiene preferiblemente
0,1, 2, 3, 4 o 5 inserciones, supresiones, sustituciones de aminoacidos o una combinacién de las mismas con
respecto a la secuencia de aminoacidos de la VH de MF7702.

También se muestra en los Ejemplos que la unién del VH especifico de CD137 de MF6797, que tiene buenas
propiedades activadoras de células T, se asocia con la presencia de aminoacidos que comprenden Arg66,
Gly70 y Phe72 de la secuencia de aminoacidos de CD137 como se representa en la Figura 42.

Por lo tanto la invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico aislado, sintético o recombinante que
es capaz de unirse a CD137, en el que la unién de dicho anticuerpo a CD137 se asocia con la presencia de
aminoécidos que comprenden Arg66, Gly70 y Phe72 de la secuencia de aminoacidos de CD137, como se
representa en la Figura 42. El anticuerpo biespecifico se une a CD137 preferiblemente con un aminoécido que
comprende Val71 de la secuencia de aminoacidos de CD137, como se representa en la Figura 42. La unién de
dicho anticuerpo a CD137 se asocia preferiblemente también con un aminoacido que comprende Val71 de la
secuencia de aminoacidos de CD137 como se representa en la Figura 42.

El término “Arg66” se refiere al residuo de arginina en la posicién 66 de la secuencia de CD137 como se
representa en Figura 42. El término “Gly70” se refiere al residuo glicina en la posicién 70 de la secuencia de
CD137 como se representa en Figura 42. El término “Val71” se refiere al residuo valina en la posicién 71 de la
secuencia de CD137 como se representa en Figura 42. El término “Phe72” se refiere al residuo fenilalanina en
la posicién 72 de la secuencia de CD137 como se representa en Figura 42.

La unién de un anticuerpo a CD137 se asocia con la presencia de los residuos de aminoacidos citados si,
cuando uno cualquiera de estos residuos se sustituye por alanina, se reduce la unién del anticuerpo a la
proteina CD137 resultante.

Algunas realizaciones proporcionan un anticuerpo biespecifico aislado, sintético o recombinante que es capaz
de unirse a CD137, en el que dicho anticuerpo o parte funcional, derivado 0 analogo se une especificamente a
los aminoacidos Arg66, Gly70 y Phe72 de la secuencia de aminoacidos de CD137 como se representa en la
Figura 42. Dicho anticuerpo preferiblemente también se une especificamente al aminoacido Val71 de la
secuencia de aminoacidos de CD137 como se representa en la Figura 42.

Algunas realizaciones preferidas proporcionan un anticuerpo biespecifico que es capaz de unirse a CD137 y a
PD-L1 y que tiene un dominio variable de unién a CD137 basado en MF6797 y un dominio variable de unién a
PD-L1 basado en MF7702. La unién de dicho anticuerpo biespecifico, que tiene propiedades activadoras de
células T particularmente buenas, a CD137 y PD-L1 estd asociada con aminoéacidos que comprenden los
residuos de aminoacidos de CD137 mencionados anteriormente.

Ahora que se han identificado los residuos de aminoacidos de CD137 mencionados anteriormente, es posible
generar o seleccionar anticuerpos que se unan especificamente a estos residuos de aminoacidos. La
generacion y/o seleccibn de moléculas de unién que se unen especificamente a ciertos residuos de
aminoécidos se puede realizar utilizando métodos bien conocidos en la técnica, como por ejemplo al inmunizar
un animal no humano transgénico capaz de generar anticuerpos con un fragmento de antigeno que contiene
el dominio particular que comprende los residuos de aminoacidos diana. Alternativamente, al cribar una
biblioteca de visualizacién de fagos de anticuerpos, en busca de fagos que se unan a los residuos de
aminodcidos identificados.

La invencion se explica con més detalle en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencién, sino que simplemente sirven para clarificar la invencién.

Breve descripcién de los dibujos
Figura 1. Cadena ligera comun utilizada en IgG monoespecificas y biespecificas.

Figura 1A: Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera comun. Figura 1B: Secuencia de ADN y traduccién
del dominio variable de la cadena ligera comun (IGKV1-39/jk1). Figura 1C: Secuencia de ADN y traduccién de
la regién constante de la cadena ligera comun. Figura 1D: Traduccién del dominio variable de la cadena ligera
comun IGKV1-39/jk5. Figura 1E: Regién V IGKV1-39A

Figura 2. Cadenas pesadas de IgG para la generacién de moléculas biespecificas. Figura 2A: VH es un é&cido

nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos para un MF representado en la Figura 3. Figura 2B: regién
CHA1. Figura 2C: regién bisagra. Figura 2D: regién CH2. Figura 2E: CH2 que contiene las sustituciones L235G
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y G238R. Figura 2F: dominio CH3 que contiene las sustituciones L351K y T366K (KK). Figura 2G: Dominio
CH3 que contiene las sustituciones L351D y L368E (DE).

Figura 3. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada. Figura 3A: Secuencias
VH de clones especificos de CD137. Figura 3B: Secuencias VH de clones especificos de PD-L1. Figura 3C:
Secuencias VH de clones especificos de OX40. Figura 3D: Secuencias VH de clones especificos de PD-L1.

La notacién MF se refiere a un fab que contiene una regidn variable de cadena pesada como se representa y
una cadena ligera comun. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera se indica en la figura 1A. Las
secuencias subrayadas indican por secuencia de aminoéacidos respectivamente la regién CDR1, la CDR2 y la
CDR3 de acuerdo con la numeracidn de Kabat.

Figura 4. Mapa del vector y caracteristicas de pIRES-Neo3 (MV1363).
Figura 5. Mapa del vector y caracteristicas de pVAX1.

Figura 6. Mapa del vector y caracteristicas del vector fagémido MV1473 utilizado para generar bibliotecas de
visualizacién de fagos ‘inmunitarias’.

Figura 7. Mapa del vector y caracteristicas del vector de expresién de IgG MV 1452 o MV1453, que se utilizaron
para la expresién de los brazos de Fab especificos de CD137, PD-1, PD-L1 y OX40 en la cadena pesada de
la variante KK o la cadena pesada de la variante DE, respectivamente, para la generacion de IgG biespecificas.

Figura 8. Secuencia de aminoacidos del gen VH que es especifico de la toxina tetdnica cuando se combina
con la cadena ligera comun como MF1337, y que esta presente en la cadena pesada de la variante DE que se
utilizé para generar moléculas 19G biespecificas PD-L1xXTT. Las secuencias subrayadas indican por secuencia
de aminoacidos respectivamente la regién CDR1, la CDR2 y la CDR3.

Figura 9. Mapa del vector y caracteristicas del vector de expresion de IgG MV1377, que se utilizé para la
expresion del brazo Fab especifico TT MF1337 en la cadena pesada de la variante DE para la generacién de
IgG biespecificas.

Figura 10. Ensayo de bloqueo de PD-1/PD-L1.

Evaluacion de la capacidad del panel de anticuerpos anti-PD-L1 para bloquear la interaccién de PD-L1 con PD-
1 recubierto a una concentracién de 10 pg/ml de I1gG biespecifica. Los datos se normalizan con respecto a los
datos obtenidos con el anticuerpo PD-L1 bivalente de referencia MPDL3280A a una concentracion de 10 pg/ml
(100 % de bloqueo). Se muestra un ejemplo representativo del panel PD-L1. La unién maxima (normalizada al
0 % de bloqueo) se establecié mediante incubacién con un anticuerpo isotipo humano no especifico de PD-
1/PD-L1. Todos los dominios variables de PD-L1 que comprenden secuencias MF representadas en la Figura
3 y no representadas en el presente documento bloquean la interaccién PD-1/PD-L1 > 70 %.

Figura 11. Activacion de CD 137 en células Jurkat CD137-NFkBluc mediante anticuerpos CD137 bivalentes.

Figura 12. Activacion de CD137 en células Jurkat CD137-NFkBluc Activacion de CD137 en células Jurkat
CD137-NFkBluc mediante anticuerpos CD137xPD-L1 en ausencia (izquierda) o presencia de un anticuerpo
entrecruzado de IgG (derecha). Los numeros MF se refieren a los Fabs de CD137 presentes en los anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1.

Figura 13. Activacion de células T primarias por anticuerpos CD 137 bivalentes (parte superior) o anticuerpos
monovalentes (parte inferior) en combinacién con una rama Fab de PD-L1 (MF5594) segln se mide por la
liberacién de IL-2.

PG6744: anticuerpo CD137 bivalente que contiene dos brazos MF6744 (también denominado 6744x6744).
PG6783: anticuerpo CD137 bivalente que contiene dos brazos MF6783 (también denotado como 6783x6783).
PG6860: anticuerpo CD137 bivalente que contiene dos brazos MF6860 (también denominado 6860x6860).
20H4.9: anticuerpo de referencia anti-CD137 basado en el documento WO 2005/035584.

Figura 14. Activaciéon de CD137 en células Jurkat-CD137-luc Activacién de CD137 en células Jurkat-CD137-
luc en presencia de células CHO que sobreexpresan PD-L1 o células CHO de tipo silvestre. La activacién de
CD137 se midié mediante la expresién de luciferasa.

PG6744: anticuerpo CD137 bivalente (6744x6744)
PB14671: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5361)
PB14580: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5594)
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PB14890: anticuerpo CD137xTT biespecifico (6744x1337)

PG6783: anticuerpo CD137 bivalente (6783x6783)

PB14681: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6783x5361)

PB14590: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6783x5594)

PB15855: anticuerpo CD137xTT biespecifico (6783x1337)

20H4.9: anticuerpo de referencia anti-CD137 basado en el documento WO 2005/035584

Figura 15. Activaciéon de células T primarias por anticuerpos CD137 bivalentes, anticuerpos biespecificos
CD137xPD-L1 o combinaciones de CD137xPD-L1 Oligoclonics® en presencia de células CHO que
sobreexpresan PD-L1 o células CHO de tipo silvestre. La activacion se midié mediante la liberacién de IL-2.

PG6744: anticuerpo CD137 bivalente (6744x6744)

PB14671: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5361)

PB14580: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5594)

PB14890: anticuerpo CD137xTT biespecifico (6744x1337)

20H4.9: anticuerpo de referencia anti-CD137 basado en el documento WO 2005/035584
MOR7480: anticuerpo de referencia anti-CD137 basado en el documento US 8,337,850

Figura 16. La estimulacion SEB de la producciéon de IL-2 se mejora por el anticuerpo biespecifico anti-
CD137xPD-L1 o por el Oligoclonics® anti-CD137xPD-L1 en células sanguineas de donantes sanos.

PB14580: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5594)

PB14671: anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico (6744x5361)

MPDL3280A: anticuerpo de referencia anti-PD-L1 basado en el documento WO 2010/077634
PB9469: anticuerpo PD-L1xTT biespecifico (5594x1337)

PB14890: anticuerpo CD137xTT biespecifico (6744x1337)

20H4.9: anticuerpo de referencia anti-CD137 basado en el documento WO 2005/035584

Ab. Ctrl: PG2708p213; anti RSV-G

Figura 17. La estimulacion SEB de la produccién de IL-2 en células sanguineas de donantes sanos aumenta
drasticamente con anticuerpos biespecificos anti-CD137xPD-L1 en comparacidén con el anticuerpo anti-CTLA-
4 10D1 (que se basa en ipilumumab).

Figura 18. Activacién de OX-40 en células Jurkat-OX-40 NFkB-luc en presencia de células CHO que
sobreexpresan PD-L1 (panel izquierdo) o células CHO de tipo silvestre (panel derecho). La activacién se
determiné al medir la expresién de luciferasa. Brazo Fab de PD-L1 MF5561; brazo Fab de PD-1 MF6256
(secuencia mostrada en la Figura 43).

Figura 19. Cribado de anticuerpos CD137 X PD-L1 en ensayo de activacién de células T (12 brazos Fab de
CD137). Se estimularon células T de un Unico donante durante 72H a 37 °C con una titulacién dependiente de
la dosis del panel de anticuerpos indicado a continuacién en presencia de células CHO que sobreexpresaban
PD-L1 (paneles superiores) o células CHO de tipo silvestre (paneles inferiores). La activacién de CD137 se
midi6 mediante la liberacién de IL-2 utilizando AlphalLISA, expresada en recuentos de IL-2. Anticuerpo de
control positivo 20H4.9 (denominado en esta Figura como PG6619) y anticuerpo de control negativo anti-TT
PG1337 (Ab Ctrl Neg.).
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Figura 20. Cribado de anticuerpos CD137 X PD-L1 en ensayo SEB PBMC (12 brazos Fab de CD137). Los
anticuerpos CD137xPD-L1 se probaron en el ensayo SEB PBMC en presencia de 2 pg/ml de SEB. La
activacion de CD137 se midié mediante la liberacién de IL-2 utilizando AlphaLISA, expresada en recuentos de
IL-2. Anticuerpo de control positivo; anticuerpo de control positivo a anti-CTLA-4 (basado en Ipilimumab, 10D1)
y el anticuerpo de control negativo anti-RSV-G PG2708 (Ab Ctrl Neg.).
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Figura 21. Cribado de anticuerpos CD137 X PD-L1 en ensayo SEB PBMC (8 brazos Fab de CD137). Los
anticuerpos CD137xPD-L1 se probaron en el ensayo SEB PBMC en presencia de 2 pg/ml de SEB. La
activacién de CD137 se midié por la liberacién de IL-2 mediante AlphalLISA, expresada en recuentos de IL-2.
Anticuerpo de control positivo; anticuerpo de control positivo anti-CTLA-4 (basado en Ipilimumab, 10D1) y el
anticuerpo de control negativo anti-RSV-G PG2708 (Ab Ctrl Neg.).

PE MF1 MF2 pg MF1 MF2 Pg MF1 MF2
PB14203 | MGBBOS | Me8Os PEI7088 | MOBTE3 | MIRB4A2 PBIASET | MDB7ES | MEBERS
PRITOBL | MGEBOR | MGS5A1 PRI7HZ | MGE783 | MGB43S PRISY | MGETRE | MGE424
PRAITOTS | MGEBOS | MGE426 PE14I7S | MGETE4 | MGETS4 PRITOST | MGBTES | MGE42
PB17008 | MGEB0S | MELSSES PE148td | MGETEY | MGHEH PBITIS | MGEYES | MGH43E8
FR16841 | MGEENR | MGEEDM PB15142 | MGE754 | MGR428 FR14162 | MGEE25 | MGEa25
PRI7OR2 | MGERDS | MER4ES PBITIOT | MGETS4 | MEBBRSS PRI4BIT | MOBBEIS | MGSSET
FR170868 | MGEENS | MGR44Z PB14584 | MGE754 | MGER%4 FR18157 | MGE825 | MGR428
PEAYTI0 | MGER0E | MG5439 PB15184 | MGETH4 | MGE4X PE1T104 | MGE8SZE | MGEDS2
PB14148 | MGBB0S | MGBSDS PE17080 | MGEYES | MGD442 PRIENL | MGE325 | MGBESS
FB14826 | MGGENS | MGR5E61 PBITII3 | MGE7H4 | MGR438 PR15108 | MGE325 | MGha2d
PR1GIS4 | MGEB0S | MGE426 PE14I3S | MGET44 | MGET44 PRITO0Z2 | MGESZS | MGE2
PR1708S | MGEBOS | MGSSA3 PRI4SIO | MGE744 | MGESSY PRITHIS | MGBE25 | MGE4RS
PR1453E | MGEB0S | MGELN4 PE1S138 | MGET44 | MGB428 PR14185 | MGETEY | MGHETSY
PBISIGE | MGBB0S | MGh424 PEITI0Z | MGET44 | MIGBESS £B14823 | MGE7EY | MGDEST
PBA7ORY | MGOROS | MG5H442 PB14680 | MGE744 | MGELS4 PE1S15Y | MGEYRY | MGh42E
PRI7IIT | MGERDS | MEE439 PE15180 | MGET44 | MB5424 PRITIOF | MBE7EY | ME5553
PB14183 | MGEB783 | MGB7E3 PE17000 | MGE744 | MGD442 PBI4603 | MGEYAY | MGDHESS
PEAASTS | MGE7EY | MGEEST PE17114 | MGET44 | MGE4JY PEIS1RE | MGETYT | MGEI24
PB15143 | MGE783 | MGh428 PB14145 | MGEBTES | MGETRS PBITOOL | MGBYAY | MGDH442
PRITIN0 | MGETE3 | MGEESS PB14821 | MGE7EE | MGHEEY PRITHE | MGETIY | MGE43E
PB14585 | MGHETEI | ME5H4 PB15145 | MGETRS | MEB4I6

PR1518S | MGETES | MGD423 PR17TI03 | MGE7ES | MGRSSS

Figura 22. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos bivalentes parentales anti-
CD137 se unen a CD137 humano y de cynomolgus segln se determina mediante citometria de flujo.

Figura 23. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos anti-PD-L1 bivalentes parentales
se unen a PD-L1 humana y de macaco rhesus segun se determina por citometria de flujo.

Figura 24. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos bivalentes parentales se unen a
células T activadas segun se determina mediante citometria de flujo.

Figura 25. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos anti-PD-L1 bivalentes parentales
bloquean la unién del ligando PD-L1 segln se determina por ELISA.

Figura 26. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos anti-PD-L1 bivalentes parentales
bloquean la unién del ligando CD137 segln se determina por citometria de flujo.

Figura 27. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos y sus anticuerpos bivalentes parentales bloquean
la interaccidén entre PD-L1 y PD-1 en un ensayo indicador de bloqueo in vitro.

Figura 28 A. Transactivacién de CD137 en células Jurkat-CD137-luc en presencia de células CHO que
expresan diferentes sitios de unién a PD-L1 por célula en comparacién con células CHO de tipo silvestre. La
activacién de CD137 se midié mediante la expresién de luciferasa.
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Figura 28 B. Transactivacién de CD137 en células Jurkat-CD137-luc en presencia de células tumorales
humanas que expresan diferentes sitios de unién a PD-L1 por célula PD-L1. La activacién de CD137 se midid
mediante la expresidn de luciferasa.

Figura 28 C. Transactivaciéon de CD137 en células Jurkat-CD137-luc en presencia de células CHO-PD-L1, ES-
2 o CHO de tipo silvestre. Las I1gG se probaron por triplicado a 10 pg/ml. La activacién de CD137 se midi6
mediante la expresién de luciferasa. A continuacién se muestran los anticuerpos ensayados y su composicién.

PB/PG Brazo diana #1 MF Brazo diana #2 MF
PG6763 CD137 6763 CD137 6763
PB17309 CD137 6763 PD-L1 7702
PB14879 CD137 6763 TT 1337
PG6785 CD137 6785 CD137 6785
PB17310 CD137 6785 PD-L1 7702
PB17200 CD137 6785 TT 1337
PG6797 CD137 6797 CD137 6797
PB17311 CD137 6797 PD-L1 7702
PB17207 CD137 6797 TT 1337
40H4.9 CD137 NA CD137 NA

Ab Ctrl TT 1337 TT 1337

Figura 29. Comparacién de los anticuerpos CD137 X PD-L1 en el ensayo de activacién de células T con
controles de referencia Unicos y de combinacién. La activacién de CD137 se midié como liberacidn de citocinas
IL-2 y TNFa mediante anélisis Luminex.

Figura 30. Actividad del anticuerpo CD137 X PD-L1 PB17311 en el ensayo de activacién de células T en
comparacién con anticuerpos de control Unicos y de combinacién de referencia. La activacién de CD137 se
midié mediante liberacion multiple de citocinas y se midié mediante analisis Luminex (25plex).

Figura 31. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos aumentan sistematicamente la liberacién de IL-2
por las PBMC durante un ensayo de estimulaciéon con SEB, independientemente del donante de PBMC o de la
concentracion de SEB. La activacion de CD137 se midié como liberacion de IL-2 y se midié mediante anélisis
Luminex.

Figura 32. Los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos son méas potentes que un anticuerpo de referencia
anti-CD137 o que una mezcla equimolar de anticuerpos de referencia anti-CD137 y anti-PD-L1 para mejorar la
liberacién de citocinas durante un ensayo de estimulacién SEB. La activacion de CD137 se midi6 como
liberacion de citocinas IL-2, IFNy y TNFa mediante analisis Luminex.

Figura 33. PB17311 inhibe la supresién mediada por macréfagos M2 de PBMC estimuladas con anti-
CD3/CD28, como lo demuestra la mejora de la liberacién de IFNy.

Figura 34. PB17311 mejora la expansién de células T tras el cebado de células T CD8+.

Figura 35. PB17311 mejora la diferenciacién de células T virgenes en células T efectoras y de memoria central
tras el cebado. Tyiscm: Memoria de células madre virgenes; Tcw, Memoria central, Tem, Memoria efectoras; Tk,
células efectoras terminales.

Figura 36. Efecto de PB17311 sobre la expresién de CD107a y citocinas en la poblacién total de células T. Tew,
memoria efectora; Tg, células efectoras terminales.

Figura 37. Efecto de PB17311 en la expresién de CD107a y citocinas en subconjuntos de células T.

Figura 38. Efecto de PB17311 en la proliferacién de células T CD4 y CD8 que infiltran tumores derivadas de
metéastasis hepaticas en cancer colorrectal (LM-CRC) y carcinoma hepatico (HCC).
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Figura 39. Identificacién y visualizacién de residuos criticos en CD137 para PB17311. (A) Para cada clon
mutado, el valor medio de unién se representa graficamente en funcién del valor medio de expresién de CD137
del clon (circulos grises), medido por la unién del anticuerpo de control. La unién se expresa como porcentaje
de la obtenida con el clon WT. Las lineas de puntos indican los umbrales utilizados para identificar los clones
criticos (puntos negros). (B) La tabla enumera las reactividades de unién medias (y rangos) para todos los
residuos criticos identificados. Los residuos criticos para la unién del Ab PB17311 (delineados en negro) fueron
negativos para la unién del Ab PB17311 MAb (<20 % de unién a WT) pero positivos para el anticuerpo de
control, 555955 (>70 % WT). (C) Los residuos criticos (contorno en recuadro) se visualizan en un modelo de
CD137 basado en la estructura de OX40L murino unido a OX40 humano (PDB ID# 2HEY, Compaan et al,,
2006). El residuo no validado, C133, se muestra en gris.

Figura 40. Efecto del anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 PB17311 sobre el volumen tumoral mediano en el
dia 19 en un modelo de ratén xenoinjertado. MTV, volumen tumoral mediano; TG, inhibicién del crecimiento
tumoral; significacion estadistica en la prueba de Mann-Whitney indicada por * (0.01 <P <0.05) y ***
(P <0.001) en comparacién con el Grupo 1.

Figura 41. Interferencia de sCD137 con la activacién de células T. Evaluacién del efecto del CD137 soluble
sobre la capacidad del anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico para activar células T primarias humanas.

Figura 42. Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CD137.
Figura 43. Secuencia de aminoécidos de MF6256.
Ejemplos

Como se utiliza en el presente documento “MFXXXX” en el que X es independientemente un numeral 0-9, se
refiere a un Fab que comprende un dominio variable en el que la VH tiene la secuencia de aminoéacidos
identificada por los 4 digitos. A menos que se indique lo contrario, la regién variable de cadena ligera del
dominio variable tiene normalmente una secuencia de la Figura 1A, normalmente 1B. “MFXXXX VH’ se refiere
a la secuencia de aminoéacidos de la VH identificada por los 4 digitos. El MF comprende ademés una regién
constante de una cadena ligera y una regién constante de una cadena pesada que normalmente interactlia con
una regién constante de una cadena ligera. PG se refiere a un anticuerpo monoespecifico que comprende
cadenas pesadas y ligeras idénticas. PB se refiere a un anticuerpo biespecifico con dos cadenas pesadas
diferentes. La regidn variable de las cadenas pesadas (VH) difiere y normalmente también la regién CH3, en la
que una de las cadenas pesadas tiene una mutacion KK de su dominio CH3 y la otra tiene la mutacién
complementaria DE de su dominio CH3 (véase para referencia PCT/NL2013/050294 (publicado como
WO2013/157954).

Ejemplo 1
Generacién de materiales para la seleccidn y cribado
Cultivo de estirpes celulares

Las células ES-2 humanas (No. de cat. CRL-1978) se adquirieron de ATCC y se mantuvieron de forma rutinaria
en McCoy’s 5A (Gibco) suplementado con FBS al 10 % (Lonza). Las células Freestyle 293F (No. de cat. p/n51-
0029) se obtuvieron de Invitrogen y se mantuvieron rutinariamente en medio 293 FreeStyle. Las estirpes
celulares HEK293T (No. de cat. ATCC-CRL-11268) y CHO-K1 (No. de cat. DSMZ ACC110) se adquirieron de
ATCC y se mantuvieron rutinariamente en DMEM/F12 (Gibco) suplementado con L-Glutamina (Gibco) y FBS
(Lonza).

Generacién de vectores de expresion de OX40, CD137 y PD-L1 para inmunizacién, y para generaciéon de
estirpes celulares estables

El ADNc de longitud completa de cada diana que incluye los sitios de restriccién Unicos para la clonacién y la
secuencia consenso de kozak para una traduccién eficiente, se sintetizd u obtuvo mediante amplificacién por
PCR en una construccion de expresién disponible comercialmente, que contenia el ADNc diana, con cebadores
especificos que introducian sitios de restriccién Unicos para la clonacién y la secuencia consenso de kozak
para una traduccion eficiente. El ADNc de cada diana se cloné en una construccién de expresién eucariota tal
como pIRES-Neo3 (Clontech; FIGURA 4) o pVAX1 (Thermo Fisher Scientific; FIGURA 5) mediante Nhel/EcoRl,
dando como resultado pIRES-Neo3 [TARGET_NAME] y pVAX1_[TARGET_NAME], respectivamente. Las
secuencias de insercion se verificaron comparandolas con las secuencias de aminoacidos de Referencia del
NCBI. Las construcciones pIRES-Neo3 se utilizaron para la generaciéon de estirpes celulares estables. Las
construcciones pVAX1 se utilizaron con fines de inmunizacién. Véase la TABLA 1 para una visién general de
los nombres de las construcciones resultantes.

Secuencia de aminoacidos del inserto huCD137 de longitud completa (tanto en pIRES-Neo3 como en pVAX1)
para la expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: NP_001552.2):
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MGNSCYNIVATLLLVLENFERTRSLQDPCSNCPAGTRCDNNRNQICSPCPPNSES
SAGGQRTCDICRQCKGVFRTRKECSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCEQDCK
QGQELTKKCGCKDCCFGTENDQRKRGICRPWTNCSLDGKSVLYNGTKERDVYVCG
PSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHSPQIISFEFLALTSTALLFLLFFLTLRFSVVEKR

GREKLIYTFRQPEFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

De la cual:

MGNSCYNIVATLLLVLNFERTRS: péptido de sefial.

LQDPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICRQCKGVYFRTRKE
CSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCEQDCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQK
RGICRPWTNCSLDGKSVLVNGTKERDVVCGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGH SPQ: ECD de huCD137.

[ISFFLALTSTALLFLLFFLTLRFSW: Region TM predicha.
KRGRKKLLYIFKQPFMRPYQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL: Cola intracelular.

Secuencia de aminoacidos de longitud completa del inserto CD137 de macaco (Macaca fascicularis) (tanto en
pIRES-Neo3 como en pVAX1) para expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: ABY47575.1):

MONSCYNIVATLLLVENFERTRSLQDLCSNCPAGTFCDNNRSQICSPCPPNS S

SAGGQRTCDICRQCKGVFKTRKECSSTSNARECDCISGYHCLGAECSMCEQDCK

QGHELTKKGCEKDCCFGTENDQRKRGICRPWTNCSLDGKSVLVNGTKERDVVEG
PSPADLSPGASSATPPAPAREPGHSPQUEFFLALTSTVVLFLLFFLVLRFSVVKRS
REKKLINYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSURFPEEEEGGCEL

De la cual:

MGNSCYNIVATLLLVLNFERTRS: péptido de sefial.

LQDLCSNCPAGTFCDNNRSQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICRQCKGVFKTRKE
CSSTSNAECDCISGYHCLGAECSMCEQDCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKR
GICRPWTNCSLDGKSVLYNGTKERDWCGPSPADLSPGASSATPPAPAREPGHS PQ: ECD de maCD137.

IFFLALTSTWLFLLFFLVLRFSW: Region TM predicha.
KRSRKKLLYIFKQPFMRPYQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL: Cola intracelular.

Secuencia de aminoacidos del inserto CD137 de rata de longitud completa (tanto en pIRES-Neo3 como en
pVAX1) para la expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: XP_008762505.1):

MGSSCYNMVVTVLLVVGTEEVRATRNPCDSCEAGTFCSKYPRVOTSCPPSTYSS
TGGPNCDICRVCQGYFRIKKPCSSTHNAKCECVEGIHCLGPKUTRCEKDCRP
GQELTEQGUENCGLGTENDQDGAGVCRPWTNCSLDGRSVLEKNGTRKEKDVVEG
PPVVSLSPSTTPSAVITPERESGERPLOQVITLFLALTLALLLFLIFIILWESVPRKW
LRRRFPHIFKQPFRKEAVRTAQEEDACSCRFPEEERGGGGSYRL

De la cual:

MGSSCYNMWTVLLWGTEEVRA: péptido de sefial.

TRNPCDSCEAGTFCSKYPPVCTSCPPSTYSSTGGQPNCDICRVCQGYFRFKKPC
SSTHNAECECVEGFHCLGPKCTRCEKDCRPGQELTEQGCKNCGLGTFNDQDG
AGVCRPWTNCSLDGRSVLKNGTKEKDWCGPPWSLSPSTTPSAVTTPERESGE RPLQ: ECD de raCD137.

VLTLFLALTLALLLFLIFIILWF: Region TM predicha.
SVPKWLRKKFPHIFKQPFKKA VRT AQEEDACSCRFPEEEEGGGGSYEL: Cola intracelular.
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Secuencia de aminoécidos del inserto huPD-L1 de longitud completa (tanto en pIRES-Neo3 como en pVAX1)
para la expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: AAI13735.1):

MRIFAVFIEFMTYWHLLNAFTVTVPEDLYVVEYGSNMTIECKEPVERGQLDLAALL
VYWEMEDRKNIQEFVHGEEDLRKVQHSSYRGQRARLLKDQLUSLONAALRITDVKLR
DAGVYRCMISYGGADYRRITVRVNAPYNRKINQRILVVDPVTSEHELTCQAREGYP
KAEBVIWTSSDHQVLSGRITTTPTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEI FYCTVRRLOP
EENHTAELVIPELPLAHPPN ERTHLVILGAHLLCLGVALTFIFRLRKGRMMBVYK
KCGIQIYINSKKQSDTHLERT

De la cual:

MRIFAVFIFMTYWHLLNA: péptido de sefial.
FIVIVPRDLYVVEYGSNMTIECKEFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNHQFVHGEE
PDLRVQHSSYRQRARLLEDQLS LONAALQITDVKLQDAGVYROMISYGGADYRRY
TYRVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQABGY PRAEVIWTSS DHQVLSGKTT
TINSKREERKLFNVTSTLRINTTINESIEYOTFRELDPEENHTAELVIPELPLANPE
NER: BCE de hoPDLL

THLVILGAILLCLGVALTFIF: Regién TM predicha.

RLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET: Cola intracelular.

Secuencia de aminoacidos de longitud completa del inserto PD-L1 de macaco (macaca mulatta) (tanto en
pIRES-Neo3 como en pVAX1) para expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: ABO33161.1):

MRIFAVFIFTIYWHLLNAFTVIVPEDLYVVEYGSNMTIECRFPVEKQLGLETS LIV
YWEMEDKNHQFVHGEEDLKVQIHSNYRQRAQLLEKDQLSLOGNAALRITDVKLQD
AGVYRCMISYGGADYKRITVEVNAPYNKINGRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPK
AEVIWTSSDHQVLSGRTTTTNSKREEKLLNVTSTLRINTTANEIFYCIFRRLGPE
ENHTAELVIPELPLALPPNERTHLVILGAIFLLLGVALTFIFYLRKGRMMDMEKKS
GIRVINSKRKQRDTQLEET

De la cual:

MRIFAVFIFTIYWHLLNA: péptido de sefial.

FTVTVPKDLYWEYGSNMTIECRFPVEKQLGLTSLIVYWEMEDKNIIQFVHGEE
DLKVQHSNYRQRAQLLKDQLSLGNAALRITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKR
ITVKVNAPYNKINQRILWDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKT
TTTNSKREEKLLNVTSTLRINTTANEIFYCIFRRLGPEENHTAELVIPELPLALPP NER: ECD de maPD-L1.

THLVILGAIFLLLGVALTFIF: Regién TM predicha.
YLRKGRMMDMKKSGIRVTNSKKQRDTQLEET: Cola intracelular.

Secuencia de aminoécidos de longitud completa del inserto OX40 humano (tanto en pIRES-Neo3 como en
pVAX1) para la expresién en la superficie celular (Idéntico a GenBank: NP_003318.1):
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MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVIGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGNGM
VSRCSRSQNTVCRPCGPGIYNDVVSSKPCKPCTWCNLRSGSERKQLCTATQDT
VCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTNCTIL.AGKHTT.QPA
SNSSDATCEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQCGPSTRPVEVPCGG
RAVAAILGLGLVLGLLGPLAILLALY LLRRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQ
ADAHSTLAKI

De la cual:

MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTG: péptido de sefial.

LHCVGDTY PSNDRCCHECRPGNGMVSRCSRSQNTVCRPCGPGEYNDVVSSKPC
KPCTWONLRSGSERKQLOCTATQDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHES
POGDNQACKPWINCTLAGKHTLAPASNSSDATCEDRDPPATQPQETQGPPARPIT
VOEPTEAWPRTSQGPSTRPVEVPGGRA: ECD.

VAAILGLGLVLGLLGPLAILL: Regién TM predicha.
ALYLLRRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI: Cola intracelular.

Secuencia de aminoacidos de la longitud completa del inserto OX40 de rata (Rattus norvegicus) (tanto en
pIRES-Neo3 como en pVAX1) para la expresion en la superficie celular (Idéntico a GenBank: NP_037181.1):

MYVWVQQPTAFLLLGLSLGVTVKLNCVKDTYPSGHKCCRECQPGHGMVSRCD
HTRDTVCHPCEPGFYNEAVNYDTCKQCTQCNHRSGSELKQNCTPTEDTVCQC
RPGTQPRQDSSITKLGVDCVPCPPGIIFSPGSNQACKPWTNCTLSGKQIRITPASN
SLDTVCEDRSLLATLLWETQRTTFRPTTVPSTTVWPRTSQLPSTPTLVAPEGPAF
AVILGLGLGLLAPLTVLLALYLLRKAWRSPNTPKPCWGNSFRTPIQEEQTDTHF
TLAKI

De la cual:

MYVWVQQPTAFLLLGLSLG: péptido de sefial.
VIVKLNCVEKDTYPSGHKCCRECQPGHGMVSRCDHTRDTVCHPCEPGFYNEAV
NYDTCKQUTQCNHRSGSELKQNCTPTENDTVCQCRPGTQPRQDSSHKLGVDCOVE
CPPOHEPSPOGSNQACKPWTINCTLSGKQIRHPASNSLTVCEDRSLEATLLWETQ
RTTFRPTTVPSTTVWPRTSQLPSTPTLVAPEGE: £CD,
AFAVILGLGLGLLAPLTVLLALYLL: Regién TM predicha.
RKAWRSPNTPKPCWGNSFRTPIQEEQTDTHFTLAKI: Cola intracelular.

Secuencia de aminoacidos de longitud completa del inserto OX40 de macaco (Macaca fascicularis) (tanto en
pIRES-Neo3 como en pVAX1) para la expresiébn en la superficie celular (Idéntico a GenBank:
XP_005545179.1):
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MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTTAKLHCVGDTYPSNDRCCQECRPGNGM
YVSRONRSONTVCRPOGPGEYNDVVSAKPCKACTWONLRESGSERKQPCTATQDT
VCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPOHESPGDNQACKPWTNCTLAGKHTLQPA
SNSSDAICEDRDPPPTQRPQETQGPPARPTTVQPTEAWPRTSQRPSTRPVEVPRG
PAVAATLGLGLALGLLGPLAMLLALLLLRRDQRLPPDAPKAPGGGSFRTPIQER
QADAHSALAKL

De la cual:

MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTTAK: péptido de sefial.
LHCVGDTYPSNDRCCQECRPGNGMVSRCNRSQNTVURPCGPGFYNDVVSAKD
CKACTWCNLRSGSERKQPCTATQDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHT
SPGDNQACKPWTNCTLAGKHTLQPASNSSDAICEDRDPPPTQPQETQGPPARP
TTVRPTEAWPRTSQRPSTRPVEVPRGIPA: ECD.

VAAILGLGLALGLLGPLAMLL: Region TM predicha.
ALLLLRRDQRLPPDAPKAPGGGSFRTPIQEEQADAHSALAKI: Cola intracelular.

Generacién de estirpes celulares estables que expresan CD137, OX40 o PD-L1

Se utilizaron construcciones de expresion pIRES-Neo3 [TAR,GET NAME] (TABLA 1) para generar clones
Freestyle 293F o CHO-K1 que expresaran de forma estable las proteinas respectivas. Las construcciones se
transfectaron transitoriamente en células CHO-K1 mediante transfeccién con lipofectamina, o utilizando
transfeccién con PEI| para células Freestyle 293F, y se cribaron mediante FACS utilizando anticuerpos que
reaccionaban con las proteinas respectivas. Después de la confirmacién la expresion, las células transfectadas
transitoriamente se sembraron en dilucién limitante y se cultivaron bajo la presién de seleccidn correspondiente
al constructo de expresién utilizado para obtener clones celulares estables. Después de 2-3 semanas de
seleccién, los clones se cribaron por FACS. Los clones seleccionados se expandieron mediante pases
seriados, se volvieron a analizar en FACS y se congelaron a -150 °C. Los hombres de los clones que expresan
de forma estable las proteinas heterélogas son células CHO-K1_[TARGET_NAME] o células Freestyle
293F_[TARGET_NAME]. Véase en la TABLA 1 un resumen de las construcciones utilizadas para generar las
estirpes celulares estables y su hombre resultante.

Ejemplo 2
Vacunacién, seleccién y cribado
Ratones utilizados para inmunizaciones

Para la generacién de anticuerpos humanos que se unen a huCD137, huOX40 y huPD-L1, se inmunizaron
ratones transgénicos para la cadena ligera humana VK1-39 (ratones de cadena ligera comun, véase el
documento WO2009/157771) y para un minilocus de cadena pesada humana (HC) (que comprende una
selecciéon de segmentos del gen V humano, todos los D humanos y todos los J humanos) con proteina
recombinante o ADN que codifica las proteinas como se describe brevemente a continuacion. Estos ratones
se denominan ratones ‘MeMo®.

Inmunizaciones de proteina

Los ratones ‘MeMo® se inmunizaron mediante inyecciones subcutaneas con proteina recombinante y
adyuvante Gerbu MM (Gerbu Biotechnik c#3001). Para las inmunizaciones se utilizaron las proteinas
recombinantes huPD-L1-His (SinoBiological; No. de cat. 10084-HO8H), huOX40-Fc (R&D; No. de cat. 3388-
OX) y huOX40-His (SinoBiological; No. de cat. 10481-HO8H). No se realizaron inmunizaciones con proteinas
para la generacion del panel de anticuerpos CD137. Los ratones se inmunizaron con 40 ug de proteina
recombinante en PBS mezclada con 40 pl de adyuvante en un volumen total de 100 pl. Posteriormente, los
ratones se reforzaron en los dias 14 y 28 con 20 pg de proteina recombinante en PBS junto con 20 pl de
adyuvante en un volumen total de 50 pl. El suero de los ratones se recolect el dia 35 para determinar los
titulos séricos. Los ratones con titulos séricos bajos recibieron ciclos adicionales de inmunizaciones de refuerzo
y andlisis de suero. Cada ciclo consistié en dos inmunizaciones semanales utilizando 20 ug de proteina
recombinante en 50 ul de PBS, seguidas una semana més tarde de la recoleccidén de suero para el analisis de
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titulos. Los ratones que mostraron titulos séricos elevados frente a la diana humana y macaco recibieron una
inmunizacién de refuerzo final consistente en inyecciones diarias con 20 yg de proteina recombinante en 50 i
de PBS durante tres dias consecutivos. Un dia después de la Ultima inyeccién se recolectd tejido linfoide de
ratén.

Inmunizaciones de ADN

Los ratones MeMo® se inmunizaron mediante tatuaje de ADN utilizando un dispositivo de micropigmentacion.
Las inmunizaciones por tatuaje de ADN se realizaron con 20 ug de ADN plasmidico que codifica el antigeno
diana (pVAX1_[TARGET_NAME], TABLA 1). Los ratones se inmunizaron con ADN que codificaba Unicamente
la diana humana (PD-L1) o mediante inmunizaciones alternas con ADN que codificaba la diana humana y de
rata (CD137, OX40) para obtener anticuerpos de reactividad cruzada entre especies. Para las inmunizaciones
con PD-L1, se eliminaron las células Treg cuatro dias antes del inicio de la inmunizacién mediante inyeccién a
los ratones con 0.5 mg de anticuerpo anti-CD25 PC61.5 (Bioceros) para romper la tolerancia. Los ratones se
inmunizaron en los dias 0, 3, 6, 14, 17, 28 y 31. El suero de los ratones se recolecté en el dia 1. El suero de
los ratones se recolecté el dia 35 para determinar los titulos séricos. Los ratones con baja reactividad sérica
frente a la diana humana y/o macaco recibieron ciclos adicionales de inmunizaciones de refuerzo con antigeno
de ADN humano, de rata o macaco y analisis de suero. Cada ciclo consistié en dos inmunizaciones semanales
con ADN seguidas, una semana mas tarde, de la recoleccién de suero para el analisis de titulos. Los ratones
que mostraron una fuerte reactividad sérica contra las células que expresaban la diana humana y de macaco
recibieron una Ultima inmunizacién de refuerzo seguida, al cabo de 3 dias, de la recoleccidn de tejido linfoide.

Combinacién de inmunizaciones de proteinas y ADN (sélo OX40)

Los ratones se inmunizaron con huOX40-His recombinante (SinoBiological; No. de cat. 10481-HO8H) y se
reforzaron al alternar inmunizaciones de ADN (pVAX1_raOX40) y proteina (huOX40-His) para obtener
anticuerpos de reactividad cruzada entre especies. Por lo tanto, los ratones se inmunizaron con 40 ug de
proteina recombinante en PBS mezclada con 40 pul de adyuvante en un volumen total de 100 pl.
Posteriormente, los ratones se reforzaron en los dias 14 y 17 mediante tatuaje de ADN con 20 ug de
pVAX1_raOX40, seguido en el dia 28 por inmunizacién de proteina con 20 ug de proteina huOX40-His en PBS
junto con 20 pl de adyuvante en un volumen total de 50 pl. El suero de los ratones se recolectd el dia 35 para
determinar los titulos séricos. Los ratones con titulos bajos en suero humano y/o de macaco recibieron ciclos
adicionales de inmunizaciones de refuerzo y anélisis de suero. Cada ciclo consistié en dos inmunizaciones
semanales de proteina o ADN con 20 pug de huOX40-His, pVAX1_raOX40 o pVAX1_maOX40, seguidas una
semana después de la recoleccién de suero para el analisis de titulos. Los ratones que mostraron titulos séricos
elevados frente a la diana humana y macaco recibieron una inmunizacién de refuerzo final consistente en
inyecciones diarias con 20 ug de proteina recombinante en 50 ul de PBS durante tres dias consecutivos. Un
dia después de la Ultima inyeccién se recolect6 tejido linfoide de ratén.

Determinacion de los titulos séricos

Los titulos séricos se determinaron mediante anélisis FACS utilizando estirpes celulares que expresaban los
antigenos diana humanos y de macaco (Tabla 1).

Generacién de bibliotecas de fagos Fab sintéticos

Se construyeron bibliotecas sintéticas basadas en un repertorio de genes VH humanos de la linea germinal
que se seleccionaron por su uso frecuente en repertorios naturales y su diversidad de secuencias canédnicas.
Se agregaron regiones HCDR3 sintéticas a estos genes VH utilizando PCR. Para ello, se utilizaron cebadores
directos que se acoplan al marco 1 de los genes VH e incluyen un sitio de restriccién Sfil para la clonaciéon. Los
cebadores inversos incluian secuencias que se acoplan al marco 3 de los genes VH, seguidas de secuencias
aleatorias para codificar la diversidad HCDR3 y una secuencia codificadora del marco 4 que también contiene
un sitio de restriccién BstEll y Xhol para la clonacién. Las regiones CDR3 sintéticas eran completamente
aleatorias o codificaban una diversidad més restringida basada en la frecuencia de uso de residuos de
aminoécidos en determinadas posiciones dentro de la HCDR3. Los productos PCR que codificaban los genes
VH se clonaron en vectores de visualizacién de fagos en fusién con la proteina del gen 3 del fago M13 utilizando
las enzimas de restriccibn mencionadas y conteniendo también un gen comun codificador de la cadena ligera.
La ligacidn y transformacién a gran escala de TG1 de E. coli dio lugar a grandes bibliotecas de fragmentos Fab
sintéticos visualizados en fagos que se utilizaron para el paneo en antigenos o células para identificar
fragmentos Fab especificos de antigeno.

Generacién de bibliotecas Fab de fagos ‘inmunitarios’ mediante RT-PCR a partir de tejidos de ratones
inmunizados

Se extirparon el bazo y los ganglios linfaticos de drenaje de los ratones en los que se observd una respuesta
humoral significativa contra las proteinas diana respectivas.
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Se generaron suspensiones de células individuales tanto del bazo como de los ganglios linfaticos inguinales y
posteriormente estos tejidos se lisaron en reactivo Trizol LS (Thermo Scientific c#10296028) y se almacenaron
a -80 °C hasta uso.

A partir de ratones inmunizados con éxito, se utilizaron los ganglios linfaticos inguinales para la construccién
de repertorios de anticuerpos fagicos ‘inmunitarios’. Se extrajo ARN de las suspensiones de células individuales
del tejido linfoide. Se utilizé 1 ug de ARN total en una reaccién de RT utilizando un cebador especifico de IgG-
CH1. El ADNc resultante se utilizé6 entonces para amplificar el grupo policlonal de ADNc codificante de VH
utilizando cebadores especificos de VH adaptados internamente esencialmente como se describe en Marks et
al. (J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97). A continuacién, el producto PCR resultante se clon6 en un vector
fagémido (FIGURA 6) para la visualizacién de fragmentos Fab en fagos, como se describe en de Haard et al.
(J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30) con la excepcién de que la cadena ligera (Figura 1Ay 1B) era la
misma para cada anticuerpo y estaba codificada por el vector. Después de la ligacién, los fagémidos se
utilizaron para transformar bacterias E. coli TG1 y las bacterias transformadas se sembraron en placas LB-agar
que contenian ampicilina y glucosa. Todas las bibliotecas de fagos contenian >4 X 10° transformantes y tenian
una frecuencia de insercién > 90 %. Las bacterias se cosecharon después de una noche de crecimiento y se
utilizaron para preparar los fagos de acuerdo con los protocolos establecidos (de Haard et al., J Biol Chem.
1999 Jun 25;274(26):18218-30).

Seleccidn de fagos portadores de fragmentos Fab que se unen especificamente a la proteina diana humana a
partir de bibliotecas Fab de fagos sintéticos e ‘inmunitarios’ utilizando proteinas recombinantes.

Las bibliotecas Fab de fagos que se generaron se utilizaron para seleccionar Fabs especificos de diana
utilizando visualizacién de fagos en proteinas recombinantes recubiertas directamente. Para PD-L1, se
utilizaron huPD-L1-His (Sinobiological; No. de cat. 10084-H08H), huPD-L1-Fc (R&D; No. de cat. 156-B7), y
maPD-L1-His (Sinobiological; No. de cat. 90251-C08H). Para CD137, se utilizaron huCD137-Fc (R&D; No. de
cat. 838-4B), raCD137-Fc (R&D; No. de cat. 7968-4B), moCD137-Fc (R&D; No. de cat. 937-4B), huCD137-His
(SinoBiological; No. de cat. 10041-HO8H) y huCD137-Fc (Enzo; No. de cat. ALX-522-031-C050), y para OX40,
huOX40-Fc (R&D; No. de cat. 3388-OX) y huOX40-His (Sinobiological; No. de cat. 10481-H08H).

Para las selecciones con proteina recombinante, las proteinas se recubrieron en los pocillos de una placa
MAXISORP™ ELISA. Las placas MAXISORP™ ELISA se bloquearon con leche desnhatada en polvo al 4 %
(Marvel) en PBS. Las bibliotecas de fagos Fab también se bloquearon con Marvel al 4 % y, cuando se utilizd
proteina recombinante etiquetada con Fc, también con un exceso de IgG humana para agotar las uniones de
la regién Fc antes de la adicién de la biblioteca de fagos al antigeno recubierto.

La incubacién de la biblioteca de fagos con la proteina recubierta se realizé durante 1.5 horas a temperatura
ambiente bajo condiciones de agitaciéon. A continuacion, las placas o los tubos se lavaron quince veces con
Tween-20 al 0.05 % en PBS, seguido de cinco lavados con PBS. Los fagos unidos se eluyeron durante 20
minutos utilizando tripsina, después de lo cual la tripsina se neutralizé con el inhibidor de tripsina AEBSF
(Sigma).

Los eluidos se agregaron a TG-1 de E. coli y se incubaron a 37 °C para la infeccién por fagos. Posteriormente,
las bacterias infectadas se sembraron en placas de agar que contenian Ampicilina y glucosa, y se incubaron a
37 °C durante la noche. Se cribaron clones individuales de los resultados de la seleccién para determinar la
unién a la diana mediante ELISA o FACS, dependiendo de la diana.

Para las selecciones con bibliotecas Fab de fagos sintéticos, se realizé una segunda ronda de seleccién
después de rescatar el resultado de la primera ronda de seleccidén utilizando el mismo protocolo descrito
anteriormente para la primera ronda de seleccién.

Seleccidn de fagos portadores de fragmentos Fab que se unen especificamente a la diana humana a partir de
bibliotecas Fab de fagos ‘inmunitarios’ utilizando células que expresan de forma estable la proteina diana

Las bibliotecas Fab de fagos que se generaron a partir de ratones inmunizados contra la diana se seleccionaron
mediante visualizacidén de fagos en células que expresaban la diana respectiva. Las estirpes celulares estables
que expresan CD137, OX40 o PD-L1 (Tabla 1) se utilizaron para selecciones de 12 ronda. Las células se
bloquearon con FBS al 10 % en PBS. Después del bloqueo, los fagos rescatados se incubaron con las células
bloqueadas. Las células mas los fagos se incubaron durante 1 h a 4 °C. Se realizé lavado de las células (5
veces) utilizando 1 ml de FBS al 10 % en PBS. Los fagos unidos se eluyeron con tripsina durante 20 minutos,
después de lo cual la tripsina se neutralizé con el inhibidor de tripsina AEBSF (Sigma). El eluido se agreg6 a
TG-1de E. coliy se incubd a 37 °C para la infeccién por fagos. Posteriormente, las bacterias infectadas por los
fagos se sembraron en placas de agar que contenian ampicilina y glucosa, y se incubaron a 37 °C durante toda
la noche.

Para PD-L1, se realizaron selecciones de segunda ronda con células ES-2 que expresan endbégenamente
huPD-L1 con el mismo protocolo que se utilizd para la seleccidn de 12 ronda. Después de la seleccion, se
cribaron clones individuales para la unién a diana en FACS.
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Cribado de clones Fab especificos de la diana en ELISA

De los clones individuales, se prepararon Fab solubles o fagos (J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97; J Biol
Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30). Las muestras de Fab o fagos solubles obtenidas se diluyeron (1:5 o
1:10, respectivamente) en leche desnatada en polvo al 4 % (Marvel) en PBS (tampén de bloque) y se probé
para unién en ELISA a pocillos recubiertos con el mismo antigeno que se utilizé para la seleccién, o con
huCD137-Fc (R&D; No. de cat. 838-4B) para todos los resultados de seleccién realizados con raCD137-Fc
(R&D; No. de cat. 7968-4B) o moCD137-Fc (R&D; No. de cat. 937-4B).

Los Fabs unidos se detectaron por tincién con un anticuerpo anti-myc (Roche; No. de cat. 11667203001) diluido
1:1000 en tampdn de bloqueo, seguido de un anticuerpo de IgG anti-ratén conjugado con HRP (Jackson
Immunoresearch; No. de cat. 715-035-150) diluido 1:5000 en tampdn de bloqueo. Los fagos unidos se
detectaron mediante tincién con un anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado con HRP (GE healthcare; No.
de cat. 27-9421-01) diluido a 1:5000 en tampén de bloqueo.

Después de cada tincidn con anticuerpos, los pocillos se lavaron con PBS-T (PBS-Tween 20 al 0.05 % v/v). El
anticuerpo secundario unido se visualizé mediante tincién con TMB/H2O- y la tincién se cuantificé mediante la
medicién de la DOussonm. Se consider6 que los clones se unian a la diana cuando la DO450nm era al menos
tres veces superior a la sefial de fondo obtenida con un Fab de control negativo.

Se secuenciaron los ADNc que codifican VH de todos los clones especificos de la diana. A continuacién, se
analizé en FACS una seleccién de clones Unicos basada en la identidad de secuencia y el andlisis de
agrupamientos sobre la unién a la diana expresada en células como se describe a continuacion para los clones
obtenidos a partir de los resultados de la seleccién de células.

Cribado de clones Fab especificos de diana en FACS

De clones Unicos, seleccionados en células que expresan la diana respectiva, se prepararon Fab solubles o
fagos como se describe (J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97; J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30).
Se probé la unién de muestras Fab en FACS a células que expresaban la diana humana y macaco (Tabla 1)
mediante incubacién con una mezcla de muestra Fab diluida 1:5 con anticuerpo anti-myc diluido 1:1000
(Gentaur; No. de cat. 04-CMYC-9E10) en tampén FACS (HI-FBS al 0.5 % en PBS). Los complejos Fab/anti-
myc unidos se detectaron mediante incubacién con un anticuerpo de IgG antiratén de cabra conjugado con
APC (BD Bioscience; No. de cat. 550826) diluido 1:500 en tampén FACS.

Las muestras de fagos se probaron para la unién en FACS al diluir las muestras de fagos 1:3 en tampdn de
bloqueo e incubacidén con células que expresan la diana durante 1 hora. Los fagos unidos se detectaron
mediante tincién con un anticuerpo anti-M13 biotinilado (Fitzgerald, No. de cat. 61R-M101ABTB62-FEZ, 1:125
en tampén FACS, 30 minutos en hielo) y estreptavidina marcada con PE (Invitrogen, No. de cat. SA1004-4;
1:400 en tampén FACS durante 15 minutos en hielo). Después de cada incubacidén con anticuerpos, los pocillos
se lavaron tres veces con tampén FACS. Las células tefiidas se analizaron utilizando un instrumento FACS
Accuri C6 (Becton and Dickinson). Los clones se consideraron positivos cuando la intensidad media de
fluorescencia era al menos tres veces superior a la sefial de fondo obtenida con un control negativo Fab.

Resultados

Las secuencias VH de 24 clones especificos de CD137, 14 clones especificos de PD-L1 y 50 clones especificos
de OX40 que se obtuvieron mediante los métodos anteriormente mencionados se representan en la Figura 3.

Ejemplo 3
Caracterizacién de clones Fab especificos de huCD137, huOX40 y huPD-L1 en formato 1IgG
Reclonacién de Fab especificos de CD137, OX40 y PD-L1 humanos en formato 1gG

Una seleccién de clones Unicos, basada en la secuencia CDR3 y las diferencias de la linea germinal VH, que
unian la proteina diana humana y de macaco expresada en células, se volvié a clonar en un plasmido de
expresion de 1gG tal como MV 1452 (Figura 7), que contenia la cadena ligera comun (Figura 1), utilizando la
digestién Sfi1-BstEll y la ligacién del grupo de ADNc digeridos de acuerdo con técnicas biolégicas moleculares
estandarizadas.

Expresién de IgG biespecifica que contiene un Fab humano especifico de CD137, OX40 o PD-L1 y un Fab
especifico de toxina tetanica.

Los anticuerpos biespecificos se generaron mediante la cotransfeccién transitoria de dos plasmidos que
codifican 1gG con diferentes dominios VH, utilizando una tecnologia de ingenieria de CH3 patentada para
garantizar la heterodimerizacién eficiente y la formacién de anticuerpos biespecificos. La cadena ligera comun
presente en ambos plasmidos que contienen la cadena pesada también se cotransfecta en la misma célula. En
nuestras solicitudes en tramite (por ejemplo documentos WO2013/157954 y WO2013/157953) hemos
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divulgado métodos y medios para producir anticuerpos biespecificos de partir de una Unica célula, por los que
se proporcionan medios que favorecen la formacién de anticuerpos biespecificos frente a la formacion de
anticuerpos monoespecificos. Estos métodos también se pueden emplear favorablemente en la presente
invencién. Especificamente, las mutaciones preferidas para producir esencialmente s6lo moléculas de 1gG
biespecificas de longitud completa son sustituciones de aminoéacidos en las posiciones 351 y 366, por ejemplo
L351K y T366K (humeracidén de acuerdo con la numeracién EU) en el primer dominio CH3 (la cadena pesada
de ‘variante KK’) y sustituciones de aminoacidos en las posiciones 351 y 368, por ejemplo L351D y L368E en
el segundo dominio CH3 (la cadena pesada de ‘variante DE’), o viceversa. Se demostré previamente en
nuestras solicitudes en tramite que la cadena pesada de la variante DE cargada negativamente y la cadena
pesada de la variante KK cargada positivamente se emparejan preferencialmente para formar heterodimeros
(las llamadas moléculas biespecificas “DEKK”). La homodimerizacién de cadenas pesadas de variante DE
(homodimeros DE-DE) o cadenas pesadas de variante KK (homodimeros KK-KK) apenas se produce debido
a la fuerte repulsién entre los residuos cargados en la interfaz CH3-CH3 entre cadenas pesadas idénticas.

Los genes VH que codifican los anticuerpos que unen CD137, OX40y PD-L1 humanos descritos anteriormente
se clonaron en un vector de expresién IgG tal como MV1452 que codifica el dominio CH3 cargado
positivamente. Un anticuerpo dirigido contra la toxina tetanica (TT) (Figura 8) se clon6 en el vector de expresion
lgG MV1377 (Figura 9) que codifica el dominio CH3 cargado negativamente. Para la expresion del panel de
anticuerpos CD137 en formato 1gG, también se cloné todo el panel en el vector del dominio CH3 cargado
negativamente para poder producir IgG bivalentes CD137xCD137 monoespecificas.

Las células 293F Freestyle adaptadas al crecimiento en suspensién se cultivaron en matraces T125 en una
meseta agitadora hasta una densidad de 3.0 X 108 células/ml. Las células se sembraron a una densidad de
0.3-0.5 X 108 células viables/ml en cada pocillo de una placa de 24 pocillos de profundidad (formato de 24
pocillos). Las células se transfectaron transitoriamente con una mezcla de dos plasmidos que codifican
diferentes anticuerpos, clonados en el sistema de vectores propio. Siete dias después de la transfeccién, se
coseché el sobrenadante celular y se filtré a través de un filtro de 0.22 uM (Sartorius). El sobrenadante estéril
se almacené a 4 °C hasta la purificacién de los anticuerpos.

Purificacién de |gG (biespecifica)

La purificacion de IgG se realizé a pequefia escala (< 500 pg), utilizando cromatografia de afinidad con proteina
A. La purificacién se realizé bajo condiciones estériles en placas de filtro de 24 pocillos utilizando filtraciéon. En
primer lugar, se ajusté el pH del medio a pH 8.0 y, posteriormente, los sobrenadantes que contenian 1gG se
incubaron con perlas de proteina A Sepharose CL-4B (50 % v/v) (Pierce) durante 2 h a 25 °C en una plataforma
de agitacién a 600 rpm. A continuacion, se cosecharon las microesferas por filtraciéon. Las perlas se lavaron
dos veces con PBS pH 7.4. A continuacién, la IgG unida se eluyé a pH 3.0 con tampén citrato 0.1 M y el eluido
se neutralizé inmediatamente con Tris pH 8.0. El intercambio de tampén se realiz6 mediante centrifugacion. El
intercambio de tampones se realizé mediante centrifugacién utilizando multiplacas multipantalla Ultracel 10
(Millipore). Finalmente, las muestras se cosecharon en PBS pH 7.4. La concentracién de IgG se midid utilizando
Octet. Las muestras de proteinas se almacenaron a 4 °C.

Cuantificacién de |gG utilizando Octet

Para determinar la cantidad de IgG purificada, se determiné la concentraciéon de anticuerpo mediante el anélisis
Octet utilizando biosensores de proteina-A (Forte-Bio, de acuerdo con las recomendaciones del proveedor)
utilizando 1IgG humana total (Sigma Aldrich, No. de cat. 14506) como esténdar.

Anélisis de especificidad de IgG bivalente huCD137xCD137 e IgG biespecifica huOX40xTT y huPD-LIXTT

La IgG bivalente huCD137xCD137 y las 1gG biespecificas huOX40xTT y huPD-L1XTT se probaron para unién
en FACS a las estirpes celulares estables que expresan los ortélogos humanos y de macacos relevantes (Tabla
1) y las células wt. Por lo tanto, se cosecharon las células y se diluyeron a 108 células/ml en tampon FACS
(PBS/BSA al 0.5 %/EDTA 0.5 mM). Se agregaron 1-2 X 10° células a cada pocillo de una placa de 96 pocillos
con fondo en U. Las células se centrifugaron durante 2 minutos a 300 g a 4 °C. El sobrenadante se desech¢ al
invertir la(s) placa(s). Se agregaron 50 yl de cada muestra de IgG a una concentracién de 10 pg/ml y se
incubaron durante 1H en hielo. Las células se centrifugaron una vez, se eliminé el sobrenadante y se lavaron
dos veces con 150 pl de tampén FACS. Se agregaron 50 pl de 1gG antihumana de cabra PE diluida 1:400
(Invitrogen) y se incubaron durante 30 minutos en hielo en la oscuridad. Después de agregar el tampén FACS,
las células se centrifugaron una vez, se eliminé el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con tampén
FACS. Las células se analizaron en un citémetro de Flujo FACSCanto (Becton and Dickinson) en un entorno
HTS. La unién de los anticuerpos a las células se evalu6 al medir la intensidad media de fluorescencia (MFI)
de la poblacién celular tefiida. Se considerd que los anticuerpos se unian a su diana cuando la MFI era al
menos cinco veces superior a la de la misma poblacién celular tefiida con un anticuerpo (control negativo) de
no unién (dirigido al toxoide tetanico).
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Combinacién de brazos Fab especificos de huCD137 presentes en IgG bivalente CD137xCD137 sobre la
capacidad de bloquear la interaccién de CD137 con CD137L

Se probaron clones de unién a huCD 137 en formato IgG bivalente para comprobar su capacidad de bloquear
la interaccién de CD137 con CD137L. Por lo tanto, se recubrieron pocillos de una placa Maxisorp de 96 pocillos
con CD137-Fc recombinante (R&D; No. de cat. 838-4B) a 1.25 ug/ml en PBS y se incubaron durante la noche
a 4 °C. Los pocillos se lavaron dos veces con PBST (Tween20 al 0.05 % v/iv en PBS), y posteriormente se
bloquearon con BSA al 2% en PBS (tampén de bloqueo) durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacién, los pocillos se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con 0.25 pg/ml de biotina
CD137L-muCD8 (Ancell; No. de cat. 503-030) diluida en tampén de bloqueo en presencia o ausencia de
20 pg/ml de 1gG. A continuacién, se repitieron las etapas de lavado y se incubaron los pocillos con
estreptavidina conjugada con HRP (Becton Dickinson; No. de cat. 554066) diluida 1:2000 en tampén de bloque
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para la deteccién de la estreptavidina unida, los pocillos se lavaron
tres veces con PBST y se incubaron con los componentes A y B del sustrato TMB (relacién 1:1) (Becton
Dickinson; No. de cat. 51-2606KC y 51-2607KC, respectivamente). La reaccién se detuvo después de 10
minutos con HxSO4 1M y se midid la ODasonm utilizando un lector de placas ELISA. En base a los resultados,
los clones se combinaron en 4 grupos diferentes: se consideré que los “clones bloqueantes” bloqueaban
completamente la interaccién de CD137 con CD137L cuando la sefial ELISA se reducia més del 70 % a una
concentracion de 1IgG (CD137xCD137) de 20 pg/ml, en comparaciéon con un control en el que se agregaba un
anticuerpo de competencia especifico de TT (0 % de bloqueo); los “clones parcialmente bloqueantes” redujeron
la sefial entre un 25-70 %; los “clones no bloqueantes” mostraron una sefial ELISA que se reducia hasta un
25 %, o0 mejoraba hasta un 25 %,; los “clones mejoradores” mostraron un aumento de la sefial ELISA superior
al 25 %. Los resultados obtenidos con una seleccién representativa del panel de anticuerpos CD137 probados
como moléculas biespecificas CD137xCD137 se indican en la Tabla 2.

Combinacién de brazos Fab especificos de huCD137 presentes en IgG bivalente CD137xCD137 en la
especificidad de dominio

Los clones de unién huCD137 mencionados anteriormente en formato |gG bivalente también se probaron para
la especificidad de dominio en FACS en células HEK293T que se transfectaron transitoriamente con ocho
construcciones de expresion hibridas CD137 de raton/humano pIRES-Neo3 diferentes, una construccion de
expresion pIRES-Neo3 de CD137 de ratén FL (véanse las secuencias de insercidn de aminoacidos mas abajo)
o la construccion de expresién pIRES-Neo3_huCD137 utilizada para la generacién de células Freestyle 293F
estables que expresan huCD137 (Tabla 1). Se utilizé6 el mismo protocolo FACS como se describid
anteriormente durante el analisis de especificidad del panel de anticuerpos. Para la generacién de las
construcciones hibridas, el dominio extracelular de CD137 humano y de ratén se dividié en 5 dominios; 4
dominios ricos en cisteina basados en las secuencias de referencia Uniprot Q07011 (huCD137) y P20334
(moCD137) y 1 dominio bisagra desde el extremo del dominio rico en cisteina 4 hasta el dominio
transmembrana. Las siguientes secuencias de aminoécidos insertadas se clonaron en pIRES-Neo3 (Figura 4)
mediante Nhel/EcoRlI; el texto en negrita es el péptido de sefial. El texto subrayado es la secuencia idéntica a
la CD137 humana. El texto en cursiva representa las secuencias de los dominios transmembrana e intracelular.

Secuencia de aminoacidos de longitud completa de CD137 de ratén.
MGNNOYNVVVIVLLLVGCERKVGAVONSCDNCQPGTFCREYNPVUESCPISTE
SSIGGRPNONICRVCAGY RIFKKFCSSTHNAECECHGFHCLOPQUTBCEKDCR
PGRELTKQGCKTICSLGTENDONGTGVCRPWINCSLDGRSVLETGE T TERDVVC
GPPYVERSPRTTISVIPEGGPGGHSLQVLTLFLALTSALLLALIFITLLFSVILKWIR
KEPPUHIFRQPFKRNTTGAAQLEDACSCRCPQERECGGGUGGYEL

Inserto quimérico A de la secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio humano rico en cisteina 1,
secuencia de ratén del dominio rico en cisteina 2 directo).

MGNSCYNIVATLLLVINFERTRSLODPCSNCEAGTFCDNNENGQICSSCPPSTE
SSIGGRPNONICRVCAGYFRFEKKFCSSTHNARCECIEGFHCLGPQCTRCERKDCR
PGRELTKQUCKTCSLOTENDONGTOVERPWINCSLOGRSVEK TG TTER VYV
GPPYVSESPRTTISVIPEGGPGGHSLOVLILFLALTSALLLALIFITLLESVIKWIR
NEFPIHIKQPFKKTTGAAQEEDACSCRUPQEEEGGGGGYEL

Inserto quimérico B de la secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio humano rico en cisteina 1y 2;
secuencia de ratén del dominio rico en cisteina 3 directo).
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MGNSCYNIVATLLLVINFERTRELQDPCENCPAGTECHONNEBNGICSPCPPNSE
DSAGGORTUDICRQOCKGVERTREECSSTONABCRCIEGFHCLGPQUTRCERDCR
PGQELTRQGUKTUSLGTENDNCTOVORPW ITNCS LDGRSVERKTCTTRERDVVE
GPPVVSESPSTTISVIPEGGPOGGHSLOGVLPLFLALTSALLLALITTLLESYLEWIR
KKFPHIFKQPIKKTTGAAQEEDACSCROCPQEEEGGGGGYEL

Inserto quimérico C de la secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio humano rico en cisteina 1 a 3;
secuencia de ratén del dominio rico en cisteina 4 directo).

MOGNSCYNIVATLLLVINFERTRSLOGDPCENCPAGTECDNNRNGICSPCPPNSE
SSACGORTCDICRQCKGVIRTREECSSTSNARCDOTPOGFUHCLCAGCSMELEQBC
ROV TRRGOK TCSLOTENDGNGTOVORPWTNCS L DORSVLKTOTTEKDVY

COPPVVSESPSTTISVTPEGGPGGHSLQVLELFLALTSALLIALHATLLEESVLRI
REKKFPINFKQPFEKRNTTCAAQEFDACSCROPQEERGGGGGYEL

inserto quimérico D Secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio humano rico en cisteina 1 a 4; secuencia

de ratén del dominio bisagra directo).
MGNSCYNIVATLLEVLNFERTRSLODPCSNCPAGTFCDNNRNOICSPCPPNSE
SSAGGORECHURQURGVERTRRECSSTSNAKCDOTPGIUICLOGAGCSMUC QDT
KQGOELTKRGCKDCCHFGTENDQREGICHPWINCELDGRSVEVNGEKERDYVE
GPPVVSFSPST TSV PEGGPGGHSLOQVLTLELALTSALLLALIFITLLES VLK WIR
KEFPHIFRKQGPFEKRTTGAAQEEDACSCROPQEEEGGGUGYEL

inserto quimérico E DE Secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio rico en cisteina 1 de ratén; secuencia
humana del dominio rico en cisteina 2 directo).

MGNNCYNVVWWIVLLLVGCEKVGAVQNSCDNCQPGTEFCREKYNDPVORDPCPENS
FSSAGCORTODICROQCKGVIRTREKECSSTENARCDCTPUIICLOGAGOSMUEQD
CRQGOELTRRGOKDCCRGTEN DORRGICEPWINCSLDGRSYLVYNGTRIERDVY
COPSPADRLSPGASSYTUPAPARKPGHSPQUSFFLAL TS TALLFLLFFLTLRESYY
KROGREKTILYIFKOQPFMREPYQTTQEEDGCSCRFPEKEEGGOET,

inserto quimérico F de la secuencia de amino&cidos mo/huCD137 (dominio rico en cisteina 1 y 2 de ratén;
secuencia humana del dominio rico en cisteina 3 directo).

MGNNCYNVVVIVLLLVGCEKVGAVQNSCDNCQPGTFCRKYNPVCKSCPPSTE
SSIGGRPNONICRVCAGYFRIFRRTFCSSTHRALCDCTPGHFICLOGACCSMUEEQDC
ROGQELTKKGOKDCOIGTEN DORRGICHPWINCSLDGRSVEVNGTRERDYVC
CPSPADLEPCGASSVIPLPAPAREPGHS PQUSFFLALTS TALLFLLEFL.TLRFSVVK
RORRKKLLYIFKQPFMRIVQTTQEEDGCSURFPEREEGGCEL,

Inserto quimérico G de la secuencia de aminoéacidos mo/huCD137 (dominio rico en cisteina 1 a 3 de ratén;
secuencia humana del dominio rico en cisteina 4 directo).

MGNNCYNVVWWIVLLLVGCERKVGAVQNSCDNCRPGTFCREYNTVCKSCPPSTE
SSIGGRPNONICRVOCAGY FRIKKFOSSTUNAECECIECGFICLGPQUTRCEKDCR
PGQELTRQGCKDCCHGTUNDGRRGICHPWINCSLDGRSVEVNGTEERDVVCG
DELADLSPGASSVIPPAPAREDPCGHSPQUSHELALTSTALLELLELTLRESY VYRR
GREKKTLYIFRQPEMRPY QT TYREDGUSCRFPEREEEGGORL
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Inserto quimérico H de la secuencia de aminoacidos mo/huCD137 (dominio rico en cisteina 1 a 4 de ratén;
secuencia humana desde el dominio bisagra directo).

MGNNCYNVVVIVLLLVGCERVGAVONSCDNCQPGTFCREYNPVCRSCLPUSTE
SSIGGRPNCNICRVCAGYFREKKPCSSTHNARCECIRGUHCLGPQUTRCEKDCR
PGRELTRQGURTCSLGTENDGNGTGVCRPWTNCSLDGRSVERTGTTERDVVC
GESPADLSPGASSYIPPAPARE PGHSPQUSESLAL TS TALLITLE VL TLRIES VYK
RGREKLLYIFKQPFMRPVQTEQEEDGCSURFPEREEGUHCEL

En base a los resultados FACS obtenidos con las construcciones quiméricas y de longitud completa de CD137
humano y de ratén, se combinaron los clones en base a los patrones de unién observados. Se consideré que
los anticuerpos se unian al CD137 (quimérico) cuando la MF| era al menos tres veces la de la misma poblacién
celular tefiida con un anticuerpo (control negativo) de no unién (dirigido al toxoide tetanico).

Resultados
Las especificidades de dominio de los brazos Fab especificos de CD137 se representan en la Tabla 2.

Ejemplo comparativo: Combinacién de los brazos Fab especificos huOX40 presentes en la IgG biespecifica
OX40xTT sobre la capacidad para bloquear la interaccién de OX40 con OX40L.

Se probaron clones de unién de huOX40 en formato I1gG biespecifico (OX40xTT) para comprobar su capacidad
de bloquear la interaccién de OX40 con OX40L. Por lo tanto, los pocillos de una placa Maxisorp de 96 pocillos
se recubrieron con huOX40-Fc recombinante (R&D; No. de cat. 3388-0OX) a 0.156 ug/ml en PBS y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Los pocillos se lavaron dos veces con PBST (Tween20 al 0.05 % v/iv en PBS), y
posteriormente se bloquearon con leche desnatada en polvo (ELK) al 4 % en PBS (tampén de bloqueo) durante
una hora a temperatura ambiente. A continuacién, los pocillos se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con 0.016 pg/ml de OX40L (R&D; No. de cat. 1054-OX) diluido en tampén de bloqueo en presencia
o ausencia de 1gG biespecifica OX40xTT a 20 pg/ml. A continuacién, los pocillos se lavaron 3 veces con PBST
y posteriormente se incubaron durante una hora con un anticuerpo anti-OX40L biotinilado (R&D; No. de cat.
BAF1054) diluido en BSA/PBS al 2 % a 0.5 pg/ml. A continuaciéon, se repitieron las etapas de lavado y se
incubaron los pocillos con estreptavidina conjugada con HRP (Becton Dickinson; No. de cat. 554066) diluida
1:2000 en BSA/PBS al 2 % durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para la deteccién de la estreptavidina
unida, los pocillos se lavaron tres veces con PBST y se incubaron con los componentes Ay B del sustrato TMB
(relacidén 1:1) (Becton Dickinson; No. de cat. 51-2606KC y 51-2607KC, respectivamente). La reaccion se detuvo
después de 10 minutos con H>SO4 1M y se midié la ODusonm utilizando un lector de placas ELISA.

En base a los resultados, los clones se combinaron en 2 grupos diferentes: los “Clones bloqueantes” redujeron
la sefial de ELISA >24 % a una concentracién de 1gG (OX40xTT) de 20 pg/ml, en comparacién con un control
en el que se agregd un anticuerpo de competencia especifico de TT (0 % de bloqueo); los “Clones no
bloqueantes” mostraron una sefial de ELISA que era menor del 24 % redujeron o mejoraron la sefial de ELISA.
Este experimento se realizd dos veces, con diferentes subconjuntos de clones de unién a huOX40 en formato
IgG biespecifico (OX40xTT). Los resultados del panel de anticuerpos OX40 probados como moléculas
biespecificas OX40xTT se indican en la Tabla 5.

Ejemplo comparativo: Combinacién de los brazos Fab especificos de huOX40 presentes en la 1gG
biespecifica OX40xTT sobre la especificidad de dominio

Los clones de unién huOX40 en formato IgG OX40xTT biespecifico se probaron para especificidad de dominio
en FACS en células HEK293T que se transfectaron transitoriamente con ocho construcciones de expresioén
hibridos pIRES-Neo3 rata/humano OX40 diferentes (véanse las secuencias de insercion de aminoacidos a
continuacién), la construccién de expresién pIRES-Neo3_raOX40 o pIRES-Neo3_huOX40 utilizada para la
generacién de células Freestyle 293F estables que expresan raOX40 y huOX40 (Tabla 1). Se utilizé el mismo
protocolo FACS descrito anteriormente durante el anélisis de especificidad del panel de anticuerpos. Para la
generacién de las construcciones hibridas se dividié el dominio extracelular de la OX40 humana y de rata en 5
dominios; 4 dominios ricos en cisteina basados en las secuencias de referencia Uniprot P43489 (huOX40) y
P15725 (raOX40) y 1 dominio bisagra desde el extremo del dominio rico en cisteina 4 hasta el dominio
transmembrana. Las siguientes secuencias de aminoécidos insertadas se clonaron en pIRES-Neo3 (Figura 4)
mediante Nhel/EcoRlI; el texto en negrita es el péptido de sefial. El texto subrayado es la secuencia idéntica a
la OX40 humana. El texto en cursiva representa las secuencias de los dominios transmembrana e intracelular.

Inserto quimérico A de la secuencia de aminoacidos ra’lhuOX40 (dominio humano rico en cisteina 1; secuencia
de rata del dominio rico en cisteina 2 directo).

49



10

15

ES 2981272713

MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGN
GMVSRCSRSQNTVCRPCEPGIYNEAVNYDTCKQCTQCNIIRSGSELKQNCTPTE
DTVCQCRPGTQPRQDSSHKLGVDCVPCPPGHFSPGSNQACKPWTNCTLSCKQI
RHPASNSLUTVCRDRSLLATLLWETQRTTERPTTVPSTTVW PRTSQLPS TP TLY
APEGPAFAVILGLGLGLLAPLTVLLALYLLERAWRSPN TPKPCWONSFRTPIGEE
QTUTHETLAKI

Inserto quimérico B de la secuencia de aminoéacidos ra/huOX40 (dominio humano rico en cisteina 1 y 2;
secuencia de rata del dominio rico en cisteina 3 directo).

MCVGARRL PCAALLLL 4 TCVGDTYPSNDRCCHECRPGN

CMVESRCSRSGNTVCRPCGPGEYNDVVSSKPCKPCTWONLRSGEERKQLUTATQ
DEVCQURPGTQRPRGDSSHKLGVDOVPCPPGHEFSPGSNQACKIWTNCTLSGEQI
RHPASNSIDTVOEDRSLLATLLWETQRTTERPTTVPSTTYWPRTSQLPSTPTLY

APEGPAFPAVILGLGLULLAPLTVLLIALYLLRKAWRSPNTPKPCWUNSEFRTFPIQRE
QTOTHFTLAKT

Inserto quimérico C de la secuencia de aminoéacidos ra/huOX40 (dominio humano rico en cisteina 1 a 3;
secuencia de rata del dominio rico en cisteina 4 directo).

MOVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTIGLHCVGDTYUSNDRCCHECRPGN
CMYSROCSREQNTVCRPUGPGFYNDVVSSKPOKPOCTWONLRSGSERKQLOCTATQ
DPVORCRACTQPLDSYRPOVDCAPCPPOHESPOGSNQACKPWINCTLSCGRGIRH
PASNSLDTVUEDRSLIATLLIWETQRTTFRPTTVESTTVWPRTSQLPSTPTLVAPE
GPAFAVILGLGLGLLAPLTVLLALYLLEKAWRSPNTPRKPCWGNSIRTPIQEEQT
DTHETLAKT

Inserto quimérico D de la secuencia de aminoéacidos ra/huOX40 (dominio humano rico en cisteina 1 a 4;
secuencia de rata del dominio bisagra directo).

MCVGARBLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGN
GMYSROSRSQNTVCRPCGPGRYNDVVYSSKPOCKPCTWUNLESGSERKQLCTATY
DIVCRORAGTOPLDSYRUPGVDCAPCPPGHESPGDNQACK PWTINUTLAGRHTE
QPASNSEDAICEDRSLEATLEWETQRTTFRPTTYPSTTVWPRTSQLPSTPTLYAP
EGPAFAVILGLGLGLLAPLTVELALYLLRKAWRSPNTPRPCWONSFRTPIQERR
TDTHETLAK]

Inserto quimérico E de la secuencia de aminoacidos ra/huOX40 (dominio rico en cisteina 1 de rata; secuencia
humana del dominio rico en cisteina 2 directo).

MYVWVQQPTAFLLLGLSLGVTVRLNCVKDTYPSGHEKCCRECQPGHGMVSRC
DHTRDTVCHPCGPGEYNDVVSSKPCKPUTWONTLRSGSERKQLCTATQUTVCRT
RAGTQPLDSYRPGVDCAPCTPGHESTPGDNQACKPW INCTLAGRHTLG PASNSS
DAICEDRDPPATQPOETQGRPPARPITVQ T EAWPHITSQGESTRPVEVPGGRAVA

AULGLGIVIGLLGRLANLALYLLEBDQRLEPPDAUKPPGOGSFRTPIQERRQADALL
STLAKL

Inserto quimérico F de la secuencia de aminoécidos ra/huOX40 (dominio rico en cisteina 1 y 2 de rata;
secuencia humana del dominio rico en cisteina 3 directo).
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MYVWVQQPTAFLLLGLSLGVIVKLNCVEDTYPSGHECCRECQPGHGMVSRC
DHTRDTVCHPUEPGFYNEAVNYDTCKQUTQUNHRSGSELKQNCTPTEDTVCR
CRAGTRPLDSYRPGVDCAPCPPGHESPGONRACKIWINCTLAGRHTLQPASNS
SDACEDRDPPATQPQETQCEPARPITVOPTEAWPRTSQGPSTRPVIEVPGOHRAY
AAMLGLGLYLGLLGPLALLLALYLLRRDQRLEPDAKEPGGUSIRTRIQIIRALIA
USTLAKY

Inserto quimérico G de la secuencia de aminoéacidos ra/huOX40 (dominio rico en cisteina 1 a 3 de rata;
secuencia humana del dominio rico en cisteina 4 directo).

MYVWVQQPTAFLLLGLSLGVIVKLNCVRDTYPSGHRCCRECQPGHGMVERC
DHTRDTVCHPCEPGFYNEAVNYDTCRKQCTQUNHRSGSELKQNCTPTEDTVCR
CRPOGTQPRQYDSSHRLGVDOVRUPPGIHESPODNQACKPWINCTLAGRIITLOPAS
NSSDAICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVOPTEAWPRTSQGPSTRPVEVPGGR
AVAMLGLGLYLGLEGPLAILLALYLERBRDORLPPDANHKEPPGGOGSERITPIQELGA
PAHSTLART

Inserto quimérico H de la secuencia de aminoacidos ra/huOX40 (dominio rico en cisteina 1 a 4 de rata;
secuencia humana desde el dominio bisagra directo).

MYVWVQQPTAFLLLGLSLGVIVEKLNCVEDTYPSGHRCCRECQPGHGMVSRC
DHTRDTVCHPCEPCGEFYNEAVNYDTCRQUTQUNHRSGSEKLKOQNCTPTEDTVCQ

CRPGTQRPRQDESHKLGYDCVPUPPGLEFSPGSNQACKPWTNCTLSGRQIRITPAS
NSLDTVCEDRDPPATOPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPSTREVEVPGGR
AVAAMLGLGLYLGLLGPLAYL ALY LLRRDQRLEPOAHKPPGGOGSERTPIQEIGA
DAHSTLARNI

En base a los resultados FACS obtenidos con las construcciones OX40 quiméricas y de longitud completa de
rata y humano, se combinaron los clones en base a los patrones de unién observados. Se consideré que los
anticuerpos se unian al OX40 (quimérico) cuando la MFI era al menos tres veces la de la misma poblacién
celular tefiida con un anticuerpo (control negativo) de no unién (dirigido al toxoide tetanico).

Los resultados de los clones de unién huOX40 en formato |IgG OX40xTT biespecifico se dan en la Tabla 5.

Combinacién de brazos Fab especificos de huPD-L1 presentes en la IgG biespecifica PD-LIXTT sobre la
capacidad para bloquear la interaccién PD-1/PD-L1

Se probaron 14 clones de unién a huPD-L1 (secuencias VH representadas en la Figura 3) para determinar su
capacidad de bloquear la interaccién de PD-L1 con PD-1, y su capacidad de bloquear la interaccién entre PD-
L1y CD80. Para ello, se recubrié PD1-Fc (R&D systems; No. de cat. 1086-PD) o CD80-Fc (R&D systems; No.
de cat. 140-B1) en una placa maxisorp a 1 y 3 pg/ml, respectivamente. Los pocillos recubiertos se bloquearon
con BSA al 4 % en PBS. A continuacién, se agregaron 0.55 pg/ml de PD-L1 biotinilada (BPS bioscience; No.
de cat. 71105) en presencia o ausencia de IgG biespecifica huPD-L1XTT en un rango de 0.15 a 20 pyg/ml. La
PD-L1 biotinilada unida se detecté con estreptavidina conjugada con HRP (BD bioscience: No. de cat. 554066)
diluida 1:2000 en tampén de bloqueo. Después de cada etapa de incubacidn, la placa ELISA se lavé tres veces
con PBS-T (PBS-Tween 20 al 0.05 % v/v). La estreptavidina unida se visualizé6 mediante tincién con TMB/H2O2
y la tincién se cuantificé mediante la medicién de la ODassonm. Se considerd que los clones bloqueaban la
interaccién de PD-1 con PD-L1 cuando la sefial ELISA se reducia mas del 70 % a una concentracién de 1gG
(PD-L1xTT) de 10 pg/ml, en comparacién con un control en el que se agregaba un anticuerpo de competencia
especifico de TT. Véase la Figura 10 para los resultados obtenidos con una seleccidn representativa del panel
de anticuerpos PD-L1 probados como moléculas biespecificas PD-L1xTT. Excepto para MF5361, los brazos
Fab especificos de PD-L1 representados en la Figura 10 bloquean la interaccién PD-1/PD-L1 >70 %. Ademas,
todos los demas brazos Fab especificos de PD-L1 que comprenden secuencias MF representadas en la Figura
3 también bloquean la interaccién PD-1/PD-L1 >70 % (datos no mostrados).

En conclusién, los brazos Fab especificos de huPD-L1 probados bloquean la interaccién PD-1/PD-L1, excepto
MF5361.
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Clasificacién por afinidad de los brazos Fab especificos de huCD137, huOX40 y huPD-L1 presentes en la IgG
biespecifica CD137xCD137, OX40xTT y PD-LIXTT

Los anticuerpos biespecificos que mostraron unirse a los respectivos ortélogos humano y macaco en FACS se
clasificaron de acuerdo con la afinidad aparente por ambos ortélogos en FACS. Por lo tanto, las estirpes
celulares estables que expresan los ortélogos respectivos (Tabla 1) se cosecharon y diluyeron a 1 X 10°
células/ml en tampén FACS (PBS/BSA al 0.5 %/EDTA 0.5 mM). Las células se centrifugaron durante 2 minutos
a 300 g a4 °C. El sobrenadante se desech6 al invertir la(s) placa(s). Se agregaron 50 pl de cada muestra de
IgG, en una serie de dilucién doble de 11 etapas que variaba entre 10 y 0.01 pg/ml, y se incubaron durante 1H
en hielo. Las células se centrifugaron una vez, se eliminé el sobrenadante y se lavaron dos veces con 150 I
de tampén FACS. Se agregaron 50 pl diluidos 1:400 de 1gG antihumana de cabra PE (Invitrogen) y se incubaron
durante 30 minutos en hielo en la oscuridad. Después de agregar el tampédn FACS, las células se centrifugaron
una vez, se elimind el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con tampén FACS. Las células se
analizaron en un citémetro de Flujo FACSCanto (Becton and Dickinson) en un entorno HTS. La unién de los
anticuerpos a las células se evalué al medir la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la poblacién celular
tefiida. Se consider6 que los anticuerpos se unian a su diana cuando la MFI| era al menos cinco veces superior
a la de la misma poblacién celular tefiida con un anticuerpo (control negativo) de no unién (dirigido al toxoide
tetanico).

Anticuerpos de referencia

Los anticuerpos que inhiben la funcién de PD-L1 y CD137 y CTLA-4 son conocidos en la técnica. Los
anticuerpos monoclonales bivalentes se construyeron de acuerdo con la informacién publicada y se expresaron
en células 293F Freestyle o CHO-S. El anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A (sustituto basado en Atezolizumab)
se basé en la informacién divulgada en el documento WO2010077634A1. La informacién de los anticuerpos
anti-CD137 20H4.9 (sustituto basado en Urelumab) y PF-05082566 (sustituto basado en Utomilumab) se
obtuvo de los documentos WO 2005/035584 y WO2015119923 respectivamente. La informacién VH de
MOR7480 se obtuvo del documento US8337850 B2 y se reclon6 en un estructura principal de IgG1. La
informacién con respecto al anticuerpo anti-CTLA-4 10D1 (sustituto basado en Ipilimumab) se obtuvo de la
Publicacién PCT No. WO 01/14424.

Ejemplo 4
Materiales y métodos
Aislamiento de PBMC

La sangre total humana se obtuvo de capas leucocitarias (Sanquin) y se diluyé 1:1 con PBS. Se llenaron tubos
de Leucosep (Greiner Bio-One No. de cat. 227 290) con 17.5 m de Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences
No. de cat. 17-1440-02) calentados a temperatura ambiente (T.A.). Ficoll-Paque Plus se centrifug6 durante 30
segundos a 1000 X g a T.A. Se vertieron 30 ml de sangre total diluida. Los tubos se centrifugaron a 1000xg
durante 10 minutos a T.A. y se cosechd la interfase mononuclear de PBMC, se lavé dos veces en PBS y se
resuspendié en 250 pyl de PBS. Se contaron las PBMC y se reajustaron a 1 X 106/ml en medio de cultivo de
tejido (DMEM con FCS al 10 %) y se congelaron al agregar un volumen igual de medio de congelacién helado
(medio de cultivo al 80 %/DMSO al 20 %). Las células se almacenaron en alicuotas de 1 ml a -150 °C hasta
uso posterior.

Ensayo de activacién de células T

Se descongelaron las PBMC y se agregaron 9 volimenes de medio de cultivo (RPMI1640 con L-glutamina y
FBS inactivado por calor al 10 %). Las células se centrifugaron durante 10 minutos a 150 g a T.A. El sedimento
celular se resuspendié en 10 ml de medio de cultivo y se dejé reposar a las células al incubarlas durante la
noche en un tubo falcon de 50 mla 37 °C, 5 % de CO y 95 % de humedad relativa. Al dia siguiente, se aislaron
los linfocitos T utilizando el procedimiento de purificacién Easy Sep de enriquecimiento de células T (pan CD3)
descrito por el fabricante (Stem cell Technologies cat #19051). El procedimiento EasySep utiliza seleccién
negativa. Brevemente, las PBMC se centrifugaron durante 10 minutos a 150 g a T.A. El sedimento celular se
resuspendié en 2 ml de PBS + FBS al 2 % con EDTA 1 mM. La suspension celular se filtré a través de un
colador de nailon de malla de 30 um. Se contaron las células y se reajustaron a 5 x 107 células/ml en PBS +
FBS al 2 % con EDTA 1 mM. Se agregaron 50 pl de coctel de Enriquecimiento de Células T Humanas EasySep
a cada volumen de células de 2 ml, se mezclaron y se dejaron incubar durante 10 minutos a T.A. A continuacién,
se agregaron 50 ul de EasySep D

Se agregaron Particulas Magnéticas a cada volumen celular de 2 ml y se dejaron incubar durante 5 minutos a
T.A. El volumen total se llevé a 2.5 ml con PBS + FBS al 2 % con EDTA 1 mM. A continuacién, se coloco el
tubo en el iman y se dejé que la fraccién celular no deseada se uniera al iméan durante 5 minutos a T.A. A
continuacién, se invirtié el tubo y la fraccién de células T purificadas se vertié en un nuevo tubo, las células se
cosecharon mediante centrifugaciéon durante 10 minutos a 150 g a T.A. y posteriormente se resuspendieron a
una concentracién de 1x105 células/ml en medio de cultivo. Para el ensayo de activacién de células T, los
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pocillos interiores de una placa de 96 pocillos (placas de fondo plano de 96 pocillos Cellstar #655180) se
recubrieron durante la noche con 30 pg/ml de anti-CD3 UCHT1 en PBS. Al dia siguiente, las placas se lavaron
con PBS. Se prepararon diluciones del anticuerpo (80 pg/ml) y se incubaron en una relacién 1:1 con un
anticuerpo de entrecruzamiento aHulgG-Fc (Bethyl No. de cat. #A80-104A) durante 15 minutos a T AL A
continuacién, se prepararon diluciones seriadas de la mezcla. Se agregaron 100 pl de los anticuerpos
entrecruzados a cada pocillo, seguidos de 100 ul de suspensién de células T purificadas. Cada placa contenia
una dilucién en serie del anticuerpo de control negativo (PG1337) y positivo (Urelumab) que sirvieron como
controles de referencia. Los cultivos de células T se estimularon durante 3 dias a 37 °C, 5 % de CO2y 95 %
de humedad relativa antes de analizar la secrecién de IL-2 y/o la expresidén de antigenos en la superficie celular.
La concentracién de IL-2 liberada se determiné mediante AlphalLISA (Perkin Elmer No. de cat. #AL221C). La
expresion de antigenos de la superficie celular relacionados con la inhibicién del punto de control o antigenos
coestimuladores se determiné mediante citometria de flujo.

Ensayo SEB

La actividad funcional de los anticuerpos biespecificos se determiné al utilizar PBMC estimuladas por
enterotoxina B de Staphylococcus (SEB). La SEB activa especificamente las células T que expresan la cadena
de receptores de células T V63 y VB8. Las PBMC de 3 donantes se descongelaron, lavaron, contaron y
resuspendieron en medio de cultivo (RPMI1640 mas FBS inactivado por calor al 10 %) hasta una concentracién
de 2x106 células/ml. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano (2x105 células/pocillo)
en presencia de SEB (2000 o 125 ng/ml). Se agregaron diluciones seriadas del anticuerpo a partir de 20 pg/ml.
Cada placa contenia una dilucién seriada de anticuerpo de control negativo (PG1337) y positivo (basado en
ipilumumab) que sirvieron como controles de referencia. Las células se estimularon durante 3 dias a 37 °C,
5 % de CO2y 95 % de humedad relativa antes de probar la secrecién de citocinas y/o la expresion de antigenos
en la superficie celular.

Ensayo indicador de bloqueo PD-1/PD-L1

Los ensayos indicadores de bloqueo PD-1/PD-L1 utilizados fueron desarrollados por Promega y se basan en
un sistema de dos células; células CHO que expresan PD-L1, y un activador de células T y una estirpe celular
indicadora Jurkat/NFAT-RE que sobreexpresa PD-1. Los ensayos indicadores de bloqueo PD-1/PD-L1 se
realizaron utilizando el formato de descongelar y utilizar de Promega. Las células CHO que expresan PD-L1
(No. de cat. C187103) se descongelaron en 14.5 ml de medio de recuperacién celular (DMEM/F12 con un FBS
al 10 %). A continuacién, se agregaron 50 pl de suspension celular a los pocillos interiores de una placa de 96
pocillos de media area (Corning, No. de cat. 3688). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C,
5% de COy 95 % de humedad relativa. Al dia siguiente, se retiré el medio de cultivo y se agregaron a cada
pocillo 20 pl de anticuerpo de prueba en medio de ensayo (RPMI 1640 que contenia FBS al 4 %) en una dilucién
en serie (concentracién inicial de 10 pg/ml). Cada placa contenia una dilucién en serie de anticuerpo de control
negativo (PG1337) y positivo (basado en Nivolumab/MPDL3280A) que sirvieron como controles de referencia.
Las células efectoras de PD-1 (No. de cat. C187105) se descongelaron en 5.9 ml de medio de ensayo y se
agregaron 20 pl de suspensidn celular a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 6 H o toda la noche a
37 °C, 5% de CO, con una humedad relativa del 95 %. Al dia siguiente, se agregaron 40 ul de luciferasa
(Sistema de Ensayo de Luciferasa Bio-Glo, No. de cat. G794L) y se midi6é la cantidad de actividad de la
luciferasa utilizando un lector de Microplacas Multimodo BioTek Synergy 2. La potencia se midié como la
actividad de la luciferasa. La potencia se midié como actividad de luciferasa en comparacién con el anticuerpo
de control negativo.

Cribado del panel de anticuerpos PD-L1

Las VH del panel de anticuerpos PD-L1 se reclonaron en los vectores silenciados Fc de ingenieria cargada de
tal manera que luego de la expresién de las cadenas pesadas del anticuerpo se fuerza la heterodimerizacién
de las cadenas pesadas resultando en la generacién de anticuerpos biespecificos después de la transfeccién.
Los brazos Fab de PD-L1 se reclonaron en el vector MV1624. Los anticuerpos PD-L1 se combinaron con
MF1337, un brazo Fab dirigido a TT, para generar anticuerpos biespecificos que se dirigen a PD-L1 de forma
monovalente. El panel de anticuerpos contra PD-L1 en formato monovalente se clasificé de acuerdo con su
actividad como se muestra en la Tabla 3.

Ensayos de citocinas

ELISA: Después de la estimulacién de las células T o PBMC en varios momentos, las placas se centrifugaron
y se eliminé el medio. Los niveles de citocinas se detectaron mediante AlphalLISA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Perkin Elmer). Las concentraciones se calcularon en base a la curva estandar.

Ensayo Luminex: Otro método utilizado para determinar la produccién de citocinas in vitro fue utilizar el anélisis
multiplex desarrollado por eBioscience. Se midieron los niveles de IFN-y, IL-2 y TNF-a en sobrenadantes de
cultivo siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se analizaron mediante el software de analisis
de eBioscience.
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Generacion de Jurkat CD137-NFkBluc

Se generd una estirpe celular indicadora estable Jurkat CD137-NFkBluc al integrar de forma estable una
construccién CD137 de longitud completa y una construccién indicadora de luciferasa NF-kB en células Jurkat
E6. Por lo tanto se transfecté el CD137 MV 1604 [pIRESneo3] (Clontech) de longitud completa y se generaron
clones estables que expresaban CD137 tras la seleccién con antibidticos. A continuacion, se transfecté la
construccién informadora de luciferasa NF-kB pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro] (Promega) en el clon con la
mayor expresién de CD137 y se seleccionaron clones estables que expresaban tanto CD137 como luciferasa
NF-kB tras la seleccién con antibiéticos. Los clones se seleccionaron por su capacidad de responder a CD137L
tras la activacién inicial mediante anticuerpos CD3 unidos a placa (clon OKT-3) y PMA/ionomicina. El clon que
mostrd la mayor ventana de activacion se utilizé como formato de descongelacién y uso en el ensayo indicador
de CD137.

Ensayo indicador de CD137

Para el ensayo de activacién directa de CD137 se cubrieron placas de 96 pocillos (Costar, No. de cat. 3917)
durante la noche con 2 pg/ml de anti-CD3 (OKT3) en PBS. Para el ensayo de activacién de CD137 mediado
por entrecruzamiento, las placas de 96 pocillos (Costar, No. de cat. 3917) se recubrieron durante la noche con
2 Jg/ml de anti-CD3 en PBS + 10 ug/ml de IgG antihumana (Bethyl, No. de cat. A80-104A). Al dia siguiente,
las placas se lavaron con PBS. Las células Jurkat CD137-NFkBluc anteriormente mencionadas se
descongelaron y lavaron con medio DMEM/F12 que contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 10 %
(medio de ensayo). Las células se resuspendieron a una densidad de 2x106 células/ml. Se sembraron en
placas 25 pl de suspensién celular en los pocillos interiores de la placa de ensayo de 96 pocillos recubierta. Se
agregaron 25 pyl de anticuerpo de prueba en una dilucién en serie a cada pocillo (concentracién inicial de
20 pg/ml), seguidos de 25 ul de medio de ensayo. Cada placa contenia una dilucién en serie de anticuerpo de
control negativo (PG1337) y positivo que sirvieron como controles de referencia. Las placas se incubaron
durante toda la noche a 37 °C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad relativa. Al dia siguiente se agregaron 50 pli
de luciferasa (Promega, Bright-Glo™, No. de cat. E2610) y se midi6 la cantidad de actividad de la luciferasa
utilizando un Lector de Microplacas Multimodo BioTek Synergy 2.

Produccién a gran escala de anticuerpos biespecificos

Las proteinas se produjeron en células FreeStyle™ 293-F (Invitrogen) utilizando polietilenimina (PEI) como
reactivo de transfeccién con una relacion de masa PEI/ADN de 2.5:1. Los anticuerpos biespecificos se
transfectaron utilizando una relacién de masa de ADN de 1:1 a escala 0.4-2L. Los anticuerpos biespecificos se
transfectaron utilizando una relacién de masa de ADN 1:1 a escala 0.4-2L. Los sobrenadantes celulares se
purificaron mediante incubacién por lotes con sefarosa MabSelect SuRe LX (GE Healthcare), seguida de
elucién é&cida y neutralizacion con Tris. A continuacién, las proteinas se desalaron y centrifugaron, y se
purificaron mediante intercambio catiénico utilizando una columna Resource S (GE Healthcare) equilibrada en
tampén fosfato 25 mM pH 6.0. Se utilizé6 un gradiente de elucién para NaCl 1M para eluir las proteinas y las
fracciones que contenian proteinas se recolectaron y analizaron utilizando geles de proteinas NuPAGE Bis-
Trisal 4-12 % (Invitrogen). Las fracciones que contenian anticuerpos biespecificos se agruparon y se aplicaron
a una columna de filtracién en gel Superdex200 26/600 (GE Healthcare) equilibrada en PBS. Se recolectaron
las fracciones y se analizaron en NUPAGE, después de lo cual se agruparon las fracciones que contenian
anticuerpos monoméricos y se filtraron estérilmente (0.22 um).

Resultados
Ensayo indicador de CD137

El panel de anticuerpos bivalentes de CD137 se crib6 en el ensayo indicador de activacién directa de CD137
anteriormente mencionado. En la Figura 11 se muestra una figura representativa de una seleccién de los
anticuerpos. EI 60 % del panel de anticuerpos fue capaz de activar directamente CD137 en grado variable.

Panel de cribado de anticuerpos CD137xPD-L1

Una limitacién de los anticuerpos bivalentes CD137 en el desarrollo de farmacos contra el cancer es la
activacion sistémica de las células que expresan CD137. Esto puede conducir a la toxicidad del anticuerpo,
debido a la orientacién inespecifica [Melero, 2013]. Los anticuerpos biespecificos pueden superar esta
limitacién al dirigirse selectivamente a las células, ya sea al dirigirse a células que coexpresan ambas dianas,
tales como dos antigenos tumorales, o al dirigirse a dos células diferentes cada una de las cuales expresa una
de las dianas. Esto Ultimo sélo puede ocurrir cuando las células estdn muy préximas entre si. Para investigar
la posibilidad de una activacidn selectiva de CD137, se generaron anticuerpos biespecificos compuestos de un
brazo Fab dirigido a CD137 y un brazo Fab dirigido a PD-L1. PD-L1 representa tanto un antigeno presente en
altas concentraciones en las células tumorales como un antigeno altamente expresado en las células T
activadas presentes en el sitio del tumor [Pulko et al, 2011]. Como tal, el anticuerpo biespecifico CD137xPD-
L1 seria capaz de activar CD137 en ‘cis’ cuando se dirige a CD137 y PD-L1 en la misma célula o en ‘trans’
cuando se dirige a CD137 en células inmunitarias y PD-L1 en células adyacentes. Ademés de este mecanismo,
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la inclusion de un brazo Fab bloqueador de PD-1 podria convertir una sefial inhibidora en una sefial
estimuladora.

Las VH del panel de anticuerpos CD137 y PD-L1 se reclonaron en los vectores silenciados Fc de ingenieria
cargada de tal manera que tras la expresién de las cadenas pesadas del anticuerpo se fuerza la
heterodimerizacién de las cadenas pesadas resultando en la generacidn de anticuerpos biespecificos después
de la transfeccién. Se produjeron en formato de 24 pocillos un total de 320 anticuerpos biespecificos
CD137xPD-L1 que comprendian 40 brazos Fab CD137 diferentes y los 8 brazos Fab PD-L1 diferentes
representados en la Tabla 3 y se purificaron como 19G. Se comprobé la capacidad de todos los anticuerpos
para inducir la expresioén de luciferasa dependiente de la dosis en el sistema indicador CD137-luc directamente
0 en presencia de un anticuerpo de entrecruzamiento IgG antihumano. Los anticuerpos sustitutos 20H4.9 y
MOR7480 se incluyeron como anticuerpos de referencia en los ensayos respectivos.

En la Figura 12 se muestra un ejemplo de la actividad funcional en el ensayo indicador CD137-luc de varios
anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 en ausencia o presencia del anticuerpo de entrecruzamiento 1gG
antihumano. La figura muestra que la capacidad de los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 para activar la
actividad luciferasa inducida por CD137 depende en gran medida del entrecruzamiento por el anticuerpo de
IgG antihumano, ya que esto aumenta la magnitud de la actividad luciferasa en un 25 %. También se ha
observado una mejora significativa de la produccién de IFN-y después de la ligadura de CD137 con el
anticuerpo anti-CD137 conocido en la técnica como 20H4.9 (WO 2005/035584). El 25 % superior CD137xPD-
L1 del panel de anticuerpos biespecificos estaba compuesto por 22 brazos Fab de CD137 en combinacién con
uno a siete brazos Fab de PD-L1 del panel total de ocho brazos Fab de PD-L1.

A continuacién se probé el panel de anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 del 25 % superior para determinar
su capacidad de inducir la liberacién de IL-2 en un ensayo de activacién de células T primarias en comparacién
con los anticuerpos CD137 parentales bivalentes y el brazo Fab CD137 parental combinado con un brazo Fab
irrelevante dirigido al toxoide tetanico. En esta configuracién experimental se pudo monitorizar la activacién
monovalente frente a la activacion bivalente. El panel superior de la Figura 13 muestra un ejemplo de un
conjunto de tres anticuerpos que inducen la secrecién de IL-2 tras la activacién de CD137 si se presentan en
un formato bivalente CD137x CD137 en el rango del anticuerpo de referencia 20H4.9. Por el contrario, como
se muestra en el panel inferior de la Figura 13, ninguno de los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 fue
capaz de inducir la secrecién de IL-2 al nivel del Fab parental CD137 bivalente. Todos los anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 visualizaron la misma actividad que las variantes CD137xTT, lo que indica que los
complejos de sefializacién CD137 no podian formarse eficazmente al unirse a CD137 y PD-L1 en la misma
superficie celular (unién en ‘cis’). La falta de activacién de células T in cis de este panel de anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 es ventajosa, ya que esto disminuye el potencial de toxicidad in vivo debido a la
activacion inespecifica de células T.

Ensayo de transactivacién

Para probar si los anticuerpos CD137xPD-L1 biespecificos podrian activar CD137 en ‘trans’, se probaron los
anticuerpos biespecificos en un ensayo de dos células en el que la sefializacién de CD137 en las células
inmunitarias se produciria a través del entrecruzamiento por una segunda célula. El ensayo in vitro se compuso
de dos estirpes celulares diferentes, es decir células CHO-PD-L1 que imitaban las células tumorales que
expresaban PD-L1 y células indicadoras Jurkat CD137-luc que representaban las células inmunitarias. Se
utilizé la misma configuracion de ensayo que en el indicador CD137-luc, con anti-CD3 recubierto que
proporcionaba la primera sefial de activacidén de células T. La relacidén de células diana efectoras utilizada fue
de 4:1, las células diana son células CHO de tipo silvestre o células CHO-PD-L1. La Figura 14 muestra un
ejemplo en el que los anticuerpos biespecificos CD137 PB14671 y PB14580, que se componen del mismo
brazo Fab de CD137 (MF6744) y dos brazos Fab de PD-L1 diferentes (MF5361 o MF5594, respectivamente)
fueron ambos capaces de inducir actividad de células informadoras de CD137 en presencia de células CHO-
PD-L1 mientras que no se produjo estimulacién de CD137 en presencia de células CHO de tipo silvestre.
Ademas, los anticuerpos biespecificos CD137 PB14681 y PB14590, que se componen del mismo brazo
CD137Fab (MF6783) y dos brazos diferentes PD-L1 Fab (MF5361 o MF5594, respectivamente) fueron capaces
de inducir la actividad de células indicadoras CD137 en presencia de células CHO-PD-L1, mientras que no se
produjo estimulacién CD137 en presencia de células CHO de tipo silvestre. Mas adn, todos los anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 fueron tan potentes como el anticuerpo de control de referencia 20H4.9. Una
combinacion de los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 PB14580 y PB14671 (formato Oligoclonics®)
indujo una elevada actividad de luciferasa.

Ensayo de transactivacién con células T primarias

El ensayo de transactivacién se reformate6 a células primarias al agregar células CHO de tipo silvestre o CHO-
PD-L1 en el ensayo de activacion de células T. Se utilizé una relacién de células diana efectoras al inicio del
ensayo de 1:1.8 para células CHO-PD-L1 y CHO de tipo silvestre. Para el ensayo de activacién de células T,
los pocillos interiores de las placas de 96 pocillos (placas de fondo plano de 96 pocillos - Cellstar #655180) se
recubrieron durante la noche con 30 pg/ml de anti-CD3 OKT-3 en PBS. Al dia siguiente, las placas se lavaron
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con PBS. Se agregaron 50 pl de solucién de anticuerpo, seguidos de 25 pl de suspensién de células T
purificadas de 2x106 células/pocillo y 25 pl de CHO-K1 o CHO-PD-L1 purificados en las relaciones como se
indicé anteriormente por pocillo. Los cultivos se estimularon durante 3 dias a 37 °C, 5% de CO2 y 95 % de
humedad relativa antes de probar la secrecidén de IL-2. Se determiné la concentracién de IL-2 liberada en el
cultivo. La concentracién de IL-2 liberada se determind mediante AlphalISA (Perkin Elmer No. de cat.
#AL221C).

Se probaron dos anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 (PB14671 y PB14580), asi como el formato
Oligoclonics® y un formato CD137xTT. La liberacién de IL-2 en el dia 3 representada en la Figura 15 muestra
que los anticuerpos CD137xPD-L1 indujeron la produccién de IL-2 en células T en presencia de células CHO-
PD-L1 en mayor medida que el anticuerpo de control 20H4.9. Mas aln, el formato CD137xTT no consiguid
inducir la liberacién de IL-2. En presencia de células CHO de tipo silvestre, los niveles de IL-2 se producen a
niveles de fondo, con la excepcién del anticuerpo de control 20H4.9. Una combinacién de los dos anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 (formato Oligoclonics®) indujo una elevada actividad luciferasa, confirmando de
esta manera el experimento anterior. El formato Oligoclonics® puede estar dirigido al mismo epitopo CD137 y
a dos epitopos PD-L1 diferentes (como se muestra en las Figuras 14 y 15) o estar dirigido a dos dominios
CD137 diferentes y a dos dominios PD-L1 diferentes.

Ensayo SEB

Para probar los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 en un entorno fisiol6gico en el que estan presentes
APC que expresan PD-L1, ambos anticuerpos CD137xPD-L1 (PB14671 y PB14580), los anticuerpos
CD137xTT y el formato Oligoclonics® se probaron en el ensayo SEB. Uno de los anticuerpos biespecificos CD
13 7xPD- L1 (PB14580) mostré una mayor activacién en comparacion con los anticuerpos de control negativo
y fue mucho mas potente en comparacién con los anticuerpos de referencia dirigidos a CD137 (20H4.9) o PD-
L1 (MPDL3280A); véase la Figura 16. La induccion de IL-2 por el formato Oligoclonics® CD137xPD-L1 también
fue potente.

Pruebas adicionales

Se combiné un panel de 24 brazos Fab anti-CD137 que representaban los once grupos diferentes de CD137
A-K (Tabla 2) con siete brazos Fab bloqueantes especificos de PD-L1 y un brazo Fab no bloqueante especifico
de PD-L1 (Tabla 3) y se produjeron en formato de 24 pocillos. Los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1
producidos se probaron posteriormente en una titulacién en serie para determinar su capacidad de inducir la
expresion de luciferasa dependiente de la dosis en el sistema indicador CD137-luc en presencia de células
CHO-PD-L1 o células CHO de tipo silvestre. Se incluyeron como anticuerpos de referencia el 20H4.9 y el
anticuerpo de control negativo (Figura 19). Se seleccionaron los anticuerpos (56 en total) que mostraron la
mayor induccidn de luciferasa y se probaron en una titulaciéon en serie en el ensayo de células T activadas en
presencia o ausencia de células CHO-PD-L1 o células CHO de tipo silvestre. En paralelo, los anticuerpos se
probaron en el ensayo SEB. Como lectura de la activacién de CD137, se midié la liberacién de IL-2. En la Tabla
7 se muestra un resumen de las caracteristicas y la actividad de los 24 anticuerpos biespecificos probados en
el ensayo de activacidén de células T. Los doce brazos Fab de CD137 que se encontraron activos para ambos
brazos PD-L1 en tanto las célula T activada como en el ensayo de SEB, se seleccionaron para combinaciones
con 7 brazos Fab de PD-L1 diferentes. Ademas de producirse como IgG monoespecificas bivalentes, los 12
brazos CD137 se produjeron como anticuerpos CD137xPD-L1 biespecificos/monovalentes, cada uno
combinado con uno de los 7 brazos PD-L1 diferentes. Por lo tanto, se probaron un total de 84 anticuerpos
CD137xPD-L1 biespecificos en una titulacién dependiente de la dosis en un ensayo SEB con liberacién de IL-
2 como lectura. Los datos en la Figura 20 muestran que cuando se presentan en un formato CD137xPD-L1,
cuatro de los doce brazos Fab CD137 (MF6783, MF6749, MF6737 y MF6788) mostraron una menor potencia
en el ensayo SEB en comparacién con los otros brazos Fab. Por lo tanto, los anticuerpos biespecificos
CD137xPD-L1 que comprendian estos cuatro brazos Fab CD137 se excluyeron para pruebas adicionales.
Durante las pruebas SEB adicionales, las combinaciones CD137xPD-L1 que comprendian MF6808, MF6763,
MF6754, MF6785 y MF6797 indujeron la mayor liberaciéon de citocinas IL-2. (Figura 21). Las combinaciones
CD137xPD-L1 que comprenden por MF6805, MF6744 y MF6825 indujeron una menor secrecién de citocinas
IL-2. La potencia de las combinaciones de CD137xPD-L1 que comprenden MF6808, MF6763, MF6754,
MF6785 y MF6797 se analizd adicionalmente durante un ensayo SEB en una titulacién en serie al medir la
induccién de la liberacién de IL-2, IFNy y TNFa determinada por Luminex multiplex. A continuacién, los
anticuerpos se clasificaron en base a los valores EC50 de liberacién de IL-2 (Tabla 4). Un panel de 28
anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 (Tabla 4) que comprendia cuatro brazos Fab CD137 diferentes mostrd
la mayor actividad en el ensayo SEB. Estos cuatro brazos Fab de CD137 se podian mapear a la misma regién
de unién en CD137 (dominio de unién 2) y mas aun todos bloqueaban completamente la interaccién entre
CD137 y CD137L. Ninguno de ellos mostré actividad agonistica en el cribado del indicador CD137 de Jurkat
como monoclonal bivalente (Figura 17). Los perfiles CIEX de los 28 anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1
demostraron que los anticuerpos CD137xPD-L1 que comprendian un brazo Fab de PD-L1 basado en MF5553
tal como MF7702, tenian perfiles CIEX éptimos en términos de consideracién como anticuerpo candidato
principal para la fabricacién.
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Ejemplo 5
Clasificacién por afinidad del panel de anticuerpos anti-CD137

Biacore determiné la afinidad de un panel de Fabs anti-CD137 que inducian la activacién de células T en
combinacion con los brazos Fab de PD-L1 en trans.

Con este fin, la proteina CD137 recombinante humana se acoplé a un chip y un instrumento Biacore T100
analizé la afinidad de los diferentes anticuerpos anti-CD137 en formato monovalente biespecifico: un brazo Fab
era especifico para CD137 y el otro para un ligando irrelevante, a saber, el toxoide tetanico (TT).

En estos experimentos, se produjo IgG anti-(CD137xTT) biespecifica por medio de transfeccién transitoria de
las construcciones codificantes en células Freestyle 293F en una produccién a pequefia escala (formato de 24
pocillos, véase el ejemplo 2). En cada transfeccién, se combiné una construccién que codificaba una de las
secuencias anti-CD137 seleccionadas con MF1337 que codificaba la secuencia anti-TT.

A continuacién se utilizé la resonancia de plasmén superficial (SPR) en un instrumento Biacore T100 para
determinar las afinidades de los anticuerpos. Con este fin, la proteina huCD137-Fc (RND Systems # 838-4B)
se diluyé a 5 pg/ml en tampén de acoplamiento de acetato de sodio, pH 5.0, y se acoplé a la superficie de la
celda 2 de un chip biosensor CM5, a un nivel de 150 unidades de resonancia (RU). La celda de flujo 1 sirvid
como superficie de control negativo. Para determinar las constantes de velocidad de disociacidén cinética
(valores K), los anticuerpos de prueba se diluyeron en solucién salina tamponada con HEPES (HBS) hasta
15 pg/ml (100 nM) y se pasaron por las celdas de flujo 1 y 2 del chip sensor recubierto con CD137 a 30 pl/min.
La regeneracidn se realizé con un pulso de 10 yl de HCI 100 mM. La constante de velocidad de disociacion se
determiné a partir de los sensorgramas obtenidos (es decir, graficos de respuesta frente a tiempo) utilizando el
ajuste de curvas en el software BlAevaluation.

Para medir la cinética de unién del panel de anticuerpos y obtener constantes cinéticas de velocidad de
asociacién y disociacién de la unién de anticuerpos a CD137, se pasaron diferentes concentraciones de este
subconjunto de anticuerpos de prueba sobre las superficies de las celdas de flujo 1 y 2 de un chip recién
recubierto. Los anticuerpos se diluyeron en HBS a 200 nM (es decir, 30 pg/ml), se diluyeron en serie dos veces
(4 diluciones, 100 nM — 50 nM -25 nM -12.5 nM) y luego se probé su unién al chip en una ejecucidn cinética a
alta velocidad de flujo (30 pl/min). La regeneracién se realiz6 con un pulso de 10 pl de HCI 100 mM. Los
sensorgramas obtenidos se analizaron utilizando el software BlAevaluation, y se determinaron las constantes
de velocidad de asociacién cinética (Ks) y disociaciéon (Kg), generando de esta manera datos sobre las
afinidades (valores Kp) de los diferentes brazos Fab anti-CD137. Para cada concentraciéon de anticuerpo, se
determinaron por separado las tasas de activacion y desactivacién y a continuacién se promediaron.

Los resultados se muestran en la Tabla 6. Todos los Fabs anti-CD137 ensayados tenian una afinidad en el
rango bajo de nM.

Ejemplo comparativo: Ejemplo 6
Generacién de Jurkat OX40-NFkBluc

Se generd una estirpe celular indicadora estable Jurkat OX-40-NFkBluc al integrar de forma estable una
construccién OX-40 de longitud completa y una construccion indicadora de luciferasa NF-kB en células Jurkat
E6. Por lo tanto, se transfecté OX-40 MV1616 [pIRESneo3](Clontech) de longitud completa y se generaron
clones estables que expresaban OX-40 tras la seleccién con antibiéticos. A continuacién, se transfecté la
construccién informadora de luciferasa NF-kB pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro] (Promega) en el clon con la
mayor expresion de OX-40 y se seleccionaron clones estables que expresaban tanto OX-40 como luciferasa
NF-kB tras la seleccién con antibiéticos. Los clones se seleccionaron por su capacidad de responder a OX-40L
después de la activacién inicial mediante anticuerpos CD3 unidos a placa (clon OKT-3) y PMA/ionomicina. El
clon que mostrd la mayor ventana de activacién se utilizé como formato de descongelaciéon y uso en el ensayo
indicador de OX-40.

Ensayo indicador de OX-40

Para el ensayo de activacién directa de OX-40 y el ensayo de activacién de OX-40 mediado por
entrecruzamiento, se recubrieron placas de 96 pocillos (Costar, No. de cat. 3917) durante la noche con 2 ug/ml
de anti-CD3 (OKT3) en PBS. Al dia siguiente, las placas se lavaron con PBS. Se descongelaron las Jurkat OX-
40-NFkBluc y se lavaron con medio DMEM/F12 que contenia un suero bovino fetal inactivado por calor al 10 %
(medio de ensayo). Las células se resuspendieron a una densidad de 5 X 10° células/ml. Se sembraron en
placa 25 pl de suspensién celular en los pocillos interiores de la placa de ensayo de 96 pocillos recubierta. El
anticuerpo de prueba se combiné con un anticuerpo aHulgG-Fc 2.5 veces (Bethyl, No. de cat. A80-104A) y se
prepararon diluciones seriadas (concentracion inicial de IgG de prueba 20 pg/ml). Las mezclas de anticuerpos
se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se agregaron 50 pl de mezcla de
anticuerpos a las células, seguidos de 25 pl de medio de ensayo. Cada placa contenia una dilucidén en serie de
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anticuerpo de control negativo (PG1337) y positivo que sirvieron como controles de referencia. Las placas se
incubaron 6H a 37 °C, 5% de CO y 95 % de humedad relativa. Se agregaron 50 ul de luciferasa (Promega,
Bright-Glo™, No. de cat. E2610) y se midié la cantidad de actividad de la luciferasa utilizando un Lector de
Microplacas Multimodo BioTek Synergy 2.

El panel de anticuerpos bivalentes de OX-40 se cribd en el ensayo indicador de activacién directa de OX-40y
en el ensayo de activacién de células T. Se seleccionaron cuatro brazos Fab de OX-40 diferentes para probar
si los anticuerpos OX40xPD-L1 u OX40xPD-1 biespecificos podrian activar OX40 en ‘cis’ o ‘trans’. Por lo tanto,
los anticuerpos biespecificos se probaron en un sistema de dos células, utilizando células CHO que
sobreexpresan PD-L1 y Jurkat OX-40-NFkBluc. PD-L1 se proporciond en ‘trans’ en las células CHO y PD-1 en
‘cis’ en células indicadoras Jurkat OX-40-NFkBluc activadas. Se utilizé la misma configuraciéon de ensayo que
en el ensayo Jurkat OX-40-NFkBluc con anti-CD3 recubierto que proporcionaba la primera sefial de activacién
de células T. La relacion de células diana efectoras utilizada fue de 4:1, las células diana son células CHO de
tipo silvestre o células CHO-PD-L1. La Figura 18 muestra un ejemplo de cuatro brazos Fab de OX40 diferentes
combinados con un brazo Fab de bloqueo de PD-L1 (MF5561) o PD-1 (MF6256). Los anticuerpos OX40xPD-
L1 indujeron la actividad de la célula informadora OX40 en presencia de células CHO-PD-L1 al mismo nivel
que el anticuerpo anti-CTLA4 basado en ipilumumab. Por el contrario, los anticuerpos OX40xPD-1 mostraron
una actividad basal. En ausencia de células que expresaran PD-L1, la actividad de los anticuerpos OX40xPD-
L1 volvié al nivel de referencia.

Ejemplo 7

En el Ejemplo 4, se determiné que se prefieren cinco brazos Fab especificos de CD137 en vista de su capacidad
de transactivacion de células T.

En este Ejemplo se utilizd un panel de tres anticuerpos biespecificos, consistente en tres brazos candidatos
CD137 (6763, 6785y 6797), y un brazo PD-L1 (7702). Los anticuerpos biespecificos se produjeron en células
293F Freestyle, y se purificaron mediante protA, CIEX vy filtracién en gel. Posteriormente, los anticuerpos se
probaron en varios ensayos. Probamos los cuatro brazos Fab tanto en formato monoespecifico bivalente
parental (anti-CD137 o anti-PD-L1) como en formato biespecifico (anti-CD137xPD-L1) y comparamos estos
anticuerpos con el anticuerpo anti-CD137 de referencia 20H4.9, el anticuerpo anti-PD-L1 de referencia
YW243.55.S70, y con un anticuerpo de control negativo (anticuerpo anti-RSV PG2708).

Para los Materiales y Métodos de los ensayos descritos en este Ejemplo, también se hace referencia al Ejemplo
4.

Los anticuerpos se enumeran a continuacién.

Nombre del anticuerpo Secuencias MF Diana

PB17309 6763 X 7702 CD137 X PD-L1
PB17310 6785 X 7702 CD137 X PD-L1
PB17311 6797 X 7702 CD137 X PD-L1
PG6763 6763 X 6763 CD137

PG6785 6785 X 6785 CD137
PG6797 6797 X 6797 CD137
PG7702 7702 X 7702 PD-L1

Andlisis FACS

Especificidad y afinidad del antigeno

La unién de las IgG monoespecificas y biespecificas de CD137 humano (hu) y de cynomolgus (cy) se verifico
mediante analisis FACS utilizando clones celulares estables 293FF que expresaban huCD137 o cyCD137. Con
este fin, las células se incubaron con una titulacién en serie de 8 etapas del anticuerpo y se analizé la intensidad
de unidén a través de la posterior unién de un anticuerpo secundario, IgG antihumano unido al colorante
fluorescente ficoeritrina (PE). En la Figura 22 se muestra la intensidad de unién expresada como fluorescencia
PE media para cada uno de los anticuerpos ensayados. De los anticuerpos parentales monoespecificos anti-
CD137, el PG6785 se unié al CD137 humano con la mayor afinidad, seguido del PG6797 y luego del PG6763.
El PB17311 biespecifico (6797x7702) se unidé al huCD137 con la mayor afinidad, seguido por el PB17309
(6763x7702) y luego PB17310 (6785x7702). De los anticuerpos parentales anti-CD137, el PG6785 se uni6 de
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nuevo al CD137 de cynomolgus con la mayor afinidad, seguido esta vez por el PG6797 y luego el PG6763. El
PB17311 biespecifico (6797x7702) se uni6é al CD137 cynomolgo con la mayor afinidad, seguido del PB17309
(6763x7702) y luego del PB17310 (6785x7702). Cabe destacar, como se muestra en la Figura 22, que cuando
los tres brazos Fab especificos de CD137 estan presentes en un anticuerpo monovalente biespecifico, son
capaces de unirse tanto a huCD137 como a cyCD137 igual de bien, como también se observé en los
anticuerpos parentales bivalentes, monoespecificos.

La unién de las IgG monoespecificas y biespecificas de PD-L1 humana (hu) y de macaco rhesus (re) se verificd
mediante anélisis FACS utilizando clones de células estables CHO-K1 que expresaban huPD-L1 o rePD-L1.
Con este fin, se incubaron las células con una titulaciéon seriada de 8 etapas de anticuerpo y se analizd la
intensidad de unién a través de la posterior unién de un anticuerpo secundario, IgG-PE antihumano. En la
Figura 23 se muestra la intensidad de unién expresada como intensidad media de fluorescencia (MFI) para
cada uno de los anticuerpos probados. Como era de esperar, los anticuerpos parentales anti-CD137 no se
unieron a PD-L1 humana o de macaco rhesus, mientras que el anticuerpo parental anti-PD-L1 PG7702 si lo
hizo. Es importante destacar que los tres anticuerpos biespecificos se unieron fuertemente a PD-L1, todos con
mayor afinidad que el anticuerpo de control positivo. Esto significa que incluso cuando esta presente en un
anticuerpo monovalente biespecifico, el brazo MF7702 tiene una mayor afinidad para PD-L1 en comparacién
con el anticuerpo de control bivalente YW243.55.570.

Unién a células T activadas

Probamos la afinidad de unién del panel de anticuerpos para células T activadas. Con este fin, se recolectaron
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un donante y se dejaron en reposo durante la noche.
Posteriormente, se aislaron las células T y se activaron incubandolas durante 3 dias en placas recubiertas con
el anticuerpo anti-CD3 OKT3. Se cosecharon las células T activadas y se tifieron con una titulacién en serie de
las 1gG del panel de anticuerpos y con IgG de control. La unién del anticuerpo se midié en FACS a través de la
posterior unién de un anticuerpo secundario, IgG-PE antihumano. La intensidad de unién expresada como MFI
para cada uno de los anticuerpos probados se muestra en la Figura 24, con la unién de las 1gG biespecificas
mostrada a la izquierda y la unién de las IgG monoespecificas de la derecha. PB17311 (6797x7702) mostré la
uniéon més potente. Es importante destacar que las afinidades de unién de los anticuerpos de control positivo
fueron inferiores a las de los anticuerpos biespecificos. Esto significa que los anticuerpos biespecificos de la
presente invencidn tienen una mayor afinidad por las células T activadas en comparacion con el anticuerpo de
referencia especifico de PD-L1 YW243.55.870 (basado en Atezolizumab) y el anticuerpo de referencia
especifico de CD137 20H4.9 (que se basa en Urelumab).

Ensayos de bloqueo de ligandos
Ensayo de competicién PD-1/PD-L1

La capacidad de las IgG biespecificas y monoespecificas para bloquear la unién del ligando PD-L1 se probd
en un ELISA de competicion PD-1/PD-L1, en el que se esperaba que cantidades crecientes de anticuerpos que
contenian un brazo anti-PD-L1 redujeran la cantidad de PD-L1 biotinilado que se podia unir a una placa
recubierta con PD-1 Fc. Con este fin, se recubrié una placa maxisorp con 1 pg/ml de PD-1-Fc (R&D; # 1086-
PD)y se agregé PD-L1 biotinilado (BPS Bioscience; No. de cat. 71105) en solucién en presencia o ausencia
de una dilucién en serie de cada anticuerpo comenzando con una concentracidén de 10 ug/ml. La PD-L1 unida
se detect6 a través de la posterior unién de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP),
y la adicién de sustrato incoloro que la HRP cataliza en un producto coloreado. La densidad ptica (OD) de la
solucién, medida a 450 nm utilizando un lector de placas ELISA, es una indicacién de la PD-L1 unida. Las
curvas de unién se muestran en la Figura 25, con la unidén de las IgG biespecificas de la izquierda y la unién
de las IgG monoespecificas de la derecha. Como era de esperar, el anticuerpo anti-PD-L1 de control positivo
mostré un alto nivel de actividad de bloqueo, y el anticuerpo de control negativo no mostré ninguna. Los
anticuerpos monoespecificos anti-CD137 también fueron negativos para el bloqueo de PD-L1. En el caso de
las 19G que contenian al menos un brazo anti-PD-L1, todas fueron capaces de bloquear la unién PD-1/PD-L1.
El anticuerpo monoespecifico anti-PD-L1 parental PG7702 resulté ser tan eficaz como el anticuerpo anti-PD-
L1 de referencia YW243.55.S70 para bloquear la unién a PD-L1. Todas las IgG biespecificas presentaron
niveles buenos y similares de actividad de bloqueo.

Ensayo de bloqueo del ligando huCD137 basado en células

También se probé la capacidad de las IgG biespecificas y monoespecificas para bloquear la unién del ligando
CD137. Probamos los tres brazos candidatos de CD137 (6763, 6785y 6797) y el brazo de PD-L1 (7702) tanto
en formato monoespecifico bivalente parental (anti-CD137 o anti-PD-L1) como en formato biespecifico (anti-
CD137xPD-L1) y comparamos estos anticuerpos con el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9 y PF-
05082566 y con un anticuerpo de control negativo (anticuerpo anti-RSV PG2708).

Para analizar el bloqueo del ligando CD137 bajo condiciones que son fisiolégicamente relevantes, se probaron
las IgG biespecificas y monoespecificas en un ensayo de bloqueo del ligando huCD137 basado en células

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2981272713

utilizando citometria de flujo. En este ensayo, se esperaba que cantidades crecientes de anticuerpos que
contenian un brazo anti-CD137 redujeran la cantidad de proteina recombinante huCD137L que se podia unira
células CHO-K1 que expresaban de forma estable huCD137. Con este fin, se coincubaron células
CHO(huCD137) con la proteina huCD137L junto con diluciones seriadas de cada anticuerpo. La unién de
huCD137L se detectdé con un anticuerpo secundario anti-huCD137L conjugado con biotina, seguido de una
tincién con estreptavidina conjugada con ficoeritrina (PE).

Métodos

Se cosecharon las células CHO que expresaban de forma estable huCD137, se contaron y se diluyeron en
tampén FACS a 5 X 10° células/ml y se agregaron 200 ul (que contenian 1 X 10° células) a cada pocillo de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos con fondo en U. Las células se mantuvieron en hielo. Las células se
centrifugaron durante 3 minutos a 300 g a 4 °C y se lavaron al agregar 200 pl de tampén FACS helado. Las
células se centrifugaron de nuevo durante 3 min a 300 g a 4 °C y el sedimento se resuspendié en 25 ul de
dilucién de anticuerpo en tampén FACS (diluciones en serie de 3 veces desde 25 hasta 0.034 pg/ml) més 25 pli
de una solucién de proteina huCD137L-FLAG (Adipogen # AG-40A-0198T; concentracién final 0.06 pg/ml). Las
placas se incubaron durante 60 min en hielo y en la oscuridad. A continuacién, las células se lavaron dos veces
al agregar 200 ul de tampdn FACS helado y centrifugando durante 3 min a 300 g a 4 °C. A continuacién se
agregaron 50 pl/pocillo de anticuerpo policlonal de cabra huCD137L biotinilado (R&D Systems # BAF2295)
diluido a 1 pg/ml en tampén FACS helado. Las células se resuspendieron y las placas se incubaron durante 60
min en hielo en la oscuridad, seguido de dos lavados como anteriormente. A continuacién se agregaron
50 plipocillo de estreptavidina-PE diluida 1:200 en tampén FACS frio. Se resuspendieron las células y se
incubaron las placas durante 30 minutos en hielo en la oscuridad, tras lo cual se lavaron dos veces como
anteriormente. Las células se resuspendieron en 100 pl de tampdn FACS por pocillo y se fijaron mediante la
adicién de 100 pl de soluciéon de paraformaldehido (PFA) al 4 %. Las muestras se midieron utilizando un
citbmetro de flujo BD FACSCanto siguiendo las instrucciones de los manuales de BD. El grado de uni6n del
ligando huCD137 se expres6 como la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la estreptavidina-PE unida.

Resultados

Las curvas de unién obtenidas se muestran en la Figura 26. Como era de esperar, el control negativo no
bloqueé la unién del ligando CD137. El bloqueo de la unién del ligando por los anticuerpos de control positivo
diferia: el anticuerpo de referencia PF-05082566 mostré un fuerte bloqueo, mientras que 20H4.9 mostrd un
bloqueo relativamente débil e incompleto. De los tres anticuerpos monoespecificos anti-CD137, PG6785 fue el
mejor bloqueador y PG6797 (pariente de PB17311) fue el segundo mejor. Los tres anticuerpos anti-CD137 x
anti-PD-L1 biespecificos correspondientes también fueron capaces de bloquear la unién del ligando CD137.
Dado que se trata de un ensayo basado en células, estos resultados son indicativos de condiciones
fisiolégicamente relevantes.

Ensayo indicador PD-1/PD-L1

Otra etapa en la caracterizacién de los anticuerpos anti-CD137xPD-L1 candidatos fue determinar si podian
bloquear la ruta PD-1/PD-L1, y comparar esto con la actividad de un anticuerpo de control especifico para PD-
L1. Esta actividad de bloqueo se comprobéd in vitro en un ensayo indicador de bloqueo de PD-1/PD-L1
fisiolégicamente relevante desarrollado por Promega basado en un sistema de dos células: Células CHO que
expresan PD-L1 y un activador del receptor de células T, y una estirpe celular indicadora Jurkat/NFAT-RE que
sobreexpresa PD-1. Las células T Jurkat contienen un gen indicador de luciferasa que se puede activar a través
de la ruta NFAT (factor nuclear de células T activadas). La interacciéon de PD-1 con PD-L1 inhibe la activacién
de esta ruta. Sin embargo, el bloqueo de la interaccién PD-1/PD-L1 con anticuerpos contra PD-1 o PD-L1 puede
activar la ruta NFAT. Por tanto, cuanto mayor sea el grado de bloqueo PD-1/PD-L1, mayor sera la activacién
del gen indicador de la luciferasa. Con este fin, se agregaron diluciones seriadas de cada anticuerpo a células
CHO que expresaban PD-L1 antes de la adicién de células indicadoras Jurkat/NFAT-RE que sobreexpresaban
PD-1. En la Figura 27 se muestra el grado de bloqueo después de 24 horas expresado como induccién de
pliegues del gen informador, con la unién de las IgG biespecificas de la izquierda y la unién de la 1gG
monoespecifica anti-PD-L1 a la derecha. De nuevo, el anticuerpo parental bivalente 7702 fue més potente que
el anticuerpo de referencia de control positivo YW243.55.570. Todas las IgG biespecificas presentaron niveles
buenos y similares de actividad bloqueante.

Ejemplo 8
Efecto del nivel de expresion de PD-L1 en la transactivacién de CD137 por biespecificos CD137xPD-L1
Cultivo de estirpes celulares

Las células MDA-MB231 (No. de cat. CRM-HTB-26) se adquirieron de ATCC y se mantuvieron rutinariamente
en DMEM con alto contenido en glucosa (Gibco) suplementado con piruvato de sodio 100 mM (Gibco)
aminodacidos no esenciales MEM (Gibco) y FBS al 10 % (Lonza). Las células BxPC-3 (No. de cat. CRL-1687)
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se obtuvieron de ATCC y se mantuvieron de forma rutinaria en RPMI-1640 (Gibco) suplementado con un FBS
al 10 % (Lonza).

Modo de accion de los anticuerpos CD137xPD-L1

Se utilizé el ensayo de transactivacidén del indicador Jurkat CD137-luc para determinar si la transactivacién
mediada por el anticuerpo CD137xPD-L1 se produciria a niveles fisiolégicos de expresién de PD-L1 y si se
correlaciona con los niveles de expresiéon de PD-L1. Por lo tanto, se determiné el niUmero de sitios de unién a
PD-L1 en varias estirpes celulares CHO-PD-L1 y estirpes de células tumorales humanas mediante anélisis
QIFIKIT (DAKO). Se seleccionaron tres estirpes celulares CHO-PD-L1 que mostraban niveles de expresién de
PD-L1 correspondientes a estirpes de células tumorales humanas que expresaban niveles relativamente altos
(células ES-2) intermedios (MDA-MB231) o bajos (BxPC-3) de PD-L1. La Figura 28A muestra un ejemplo de
tres anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 en el uso de las tres estirpes celulares CHO seleccionadas que
expresan ~6,000 a ~72,000 sitios de unién a PD-L1 por célula. Los datos muestran que los anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 muestran una alta activacion cuando hay mas de 3.8 10* copias de PD-L1
presentes en la célula. A niveles bajos de PD-L1; en presencia de células CHO que expresan sélo ~6000 sitios
de unién a PD-L1 por célula se observa un bajo nivel de activacion. Por lo tanto, la transactivacién por
anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 se producira en las proximidades de células que expresan altos
niveles de PD-L1 tal como ocurre en un microambiente tumoral inmunosupresor, y por lo tanto proporciona una
ventana terapéutica éptima para el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1.

La Figura 28A muestra una correlacién positiva entre la activacion de NF-kB mediada por anticuerpos
biespecificos CD137xPD-L1 y los niveles de expresiéon de PD-L1 en células CHO para todos los anticuerpos
probados.

La Figura 28B muestra un ejemplo del ensayo de transactivacién del indicador Jurkat CD137-luc en el que las
células CHO-PD-L1 se sustituyeron por las estirpes celulares tumorales humanas que expresaban niveles
superficiales de PD-L1 altos, intermedios y bajos. Este experimento confirmé que la transactivacién mediada
por el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 est4 asociada con los niveles de expresién de PD-L1 de las células
accesorias, y que los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 son capaces de transactivacidén en presencia de
células tumorales que expresan altos niveles de PD-L1.

A continuacién, se evalué si la transactivacién de CD137 en presencia de células accesorias que expresan PD-
L1 era un rasgo especifico de los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1. La Fig. 28C muestra un ejemplo en
el que se evalué la transactivacién de células indicadoras Jurkat CD137-luc en presencia de células accesorias
que expresan PD-L1 para anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1, sus bivalentes monoespecificos parentales
(CD137xCD137) y sus anticuerpos monoespecificos monovalentes parentales CD137 (CD137xTT) y PD-L1
(TTxPD-L1). Todas las IgG se ensayaron a 10 pug/ml. Los datos muestran que sélo los anticuerpos biespecificos
CD137xPD-L1 mediaron la transactivacidén en presencia de células CHO o ES-2 que expresaban PD-L1. Como
era de esperar, el anticuerpo de control de referencia 20H4.9 activé directamente las células indicadoras Jurkat
CD137-luc y fue independiente de la expresién de PD-L1 por las células accesorias.

Ejemplo 9
Ensayo de transactivacién CHO-PD-L1 x células T

Para determinar el valor agregado de utilizar una 1gG biespecifica, evaluamos la capacidad de varios
anticuerpos anti-CD137xPD-L1 biespecificos para inducir la liberacién de citocinas por células T en un ensayo
de transactivacién, y comparamos su activacién con la de anticuerpos bivalentes de referencia contra PD-L1
(YW243.55.870) y CD137 (20H4.9). Estos anticuerpos de referencia se probaron solos y en combinacién
equimolar. Con este fin, células T purificadas y activadas de un Unico donante sano se coincubaron durante 3
dias con células CHO-PD-L1 y una dilucién en serie de los anticuerpos de prueba (véase también el Ejemplo
4 para una descripcidn detallada de este ensayo). Posteriormente se midieron los niveles de IL-2, IFNy y TNFa
en sobrenadantes de cultivo sin diluir. En la Figura 29 se muestra el grado de liberaciéon de citocinas medido
en este ensayo de transactivacién. Como se muestra en la Figura 29, los tres anticuerpos biespecificos fueron
més potentes para inducir la liberacién de citocinas que cualquiera de los anticuerpos de referencia. Es
importante destacar que cada uno de los tres anticuerpos biespecificos también fue més potente en la induccién
de la liberacién de citocinas que una combinacién de los dos anticuerpos de referencia, lo que demuestra sus
caracteristicas superiores de activacioén de células T.

Liberacién de citocinas durante el ensayo de transactivacion de células T

Para determinar el valor agregado de utilizar una IgG biespecifica, comparamos uno de los anticuerpos
biespecificos (PB17311; 6797 X 7702) con una mezcla de sus IgG parentales monoespecificos bivalentes y
con anticuerpos bivalentes de referencia contra PD-L1 y CD137, en términos de su capacidad para activar la
liberacién de citocinas por células T en un ensayo de transactivaciéon. Estos anticuerpos de referencia se basan
en anticuerpos terapéuticos utilizados en la clinica: el clon anti-PD-L1 YW243.55.S70 se basa en
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Atezoluzumab, el clon anti-CD137 20H4.9 se basa en Urelumab y el clon anti-CD137 PF-05082566 se basa en
Utomilumab. Estos anticuerpos de referencia se probaron solos y en combinacién equimolar.

En estos experimentos, los anticuerpos fueron probados en una titulacién de 10 veces en 6 etapas comenzando
en 20 pg/ml. Se descongelaron PBMC de 2 donantes y se agregaron 9 volimenes de medio de cultivo
(RPMI1640 con L-glutamina y FBS inactivado por calor al 10 %). Las células se centrifugaron durante 10
minutos a 150 g a T.A. El sedimento celular se resuspendi6é en 10 ml de medio de cultivo y se dej6 reposar a
las células al incubarlas durante la noche en un tubo falcon de 50 ml a 37 °C, 5 % de CO y 95 % de humedad
relativa. Como preparacioén para el ensayo de transactivacion, los pocillos interiores de una placa de 96 pocillos
(Cellstar, No. de cat. 655180) se recubrieron durante la noche con 5 pg/ml de anticuerpo anti-CD3 (clon OKT3)
en PBS.

Al dia siguiente, se aislaron linfocitos T utilizando el procedimiento de purificacién de enriquecimiento de célula
T Easy Sep (pan CD3) como se describe por el fabricante (Stem cell Technologies, No. de cat. 19051). El
procedimiento EasySep utiliza seleccién negativa. Brevemente, las PBMC se centrifugaron durante 10 minutos
a 150 g a T.A. El sedimento celular se resuspendié en 2ml de PBS + FBS al 2% con EDTA 1 mM. La
suspensién celular se filtré a través de un colador de nailon de malla de 30 um. Se contaron las células y se
reajustaron a 5 X 107 células/ml en PBS + FBS al 2 % con EDTA 1 mM. Se agregaron 50 ul de Coctel de
Enriquecimiento de Células T Humanas EasySep a cada volumen de células de 2 ml, se mezclaron y se dejaron
incubar durante 10 minutos a T.A. A continuacién, se agregaron 50 pl de Particulas Magnéticas EasySep D a
cada volumen de células de 2 ml y se dejaron incubar durante 5 minutos a T.amb. El volumen total se llevd a
2.5 ml con PBS + FBS al 2 % con EDTA 1 mM. A continuacién, se colocé el tubo en el iméan y se dej6 que la
fraccidn celular no deseada se uniera al iman durante 5 minutos a T.A. A continuacién, se invirti6 el tubo y la
fraccién purificada de células T se vertié en un nuevo tubo, las células se cosecharon por centrifugacion durante
10 minutos a 150 g a T.A. y posteriormente se resuspendieron a una concentracion de 10° células/ml en medio
de cultivo.

El mismo dia, las placas de 96 pocillos previamente recubiertas se lavaron con PBS y se agregaron 25 pl del
anticuerpo prediluido, seguido de 50 ul de células T purificadas (50,000 células/pocillo) y 25 ul de células CHO-
PD-L1 (30,000 células/pocillo). Se dejaron incubar las células durante 72 horas a 37 °C. A continuacién se
recolectd el sobrenadante y se analiz6 fresco o se almacené a -80 °C. Los niveles de citocinas se midieron en
sobrenadantes de cultivo sin diluir mediante el ensayo Luminex Multiplex siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados se analizaron mediante el software de andlisis eBioscience.

Para un subconjunto de 16 citocinas, los niveles inducidos por PB17311 en el ensayo de transactivacién fueron
superiores a los inducidos por el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9 solo o0 en combinacién con el
anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.S70 (véase la Figura 30). El subconjunto estaba compuesto por
GM-CSF, IL-2, IL-13, IFNy, TNFB, IL-17A, TNFq, IL-18, IL-1q, IL-22, IL-4, IL-31, IL-6, IL-5, IL-21 e IL-9. El mayor
aumento de los niveles de citocinas inducido por PB17311 se observé en GM-CSF, IL-2, IL-13, IL-17A, IFNy,
TNF-a, TNF-B, IL-18, IL-22, e IL-4. No se observd una liberacién notable de citocinas mediada por anticuerpos
para IL-1B, IL-1RA, IL-7, IL-10, IL-12p70, IL-15, IL-23, o IL-27. No se observd un aumento de la liberacién de
citocinas cuando las células se incubaron Unicamente con el anticuerpo anti-PD-L1 YW243.55.870, o
Unicamente con el anticuerpo anti-CD137 PF-05082566, o con los anticuerpos bivalentes parentales 6797
(CD137) o PD-L1 (7702).

En conclusion, este experimento muestra que el anticuerpo biespecifico PB17311 tiene una capacidad de
activacién de células T mejorada en comparacion con el anticuerpo anti-CD137 de referencia 20H4.9 solo 0 en
combinacién con el anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570.

Una ventaja importante de PB17311 es que este anticuerpo biespecifico es mas potente en la activacioén de
células T que una mezcla de dos anticuerpos de referencia.

Ejemplo 10
Ensayo SEB

Para caracterizar aln més los tres anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 PB17309, PB17310 y PB17311,
se determind su capacidad para mejorar la liberacién de citocinas por PBMC en presencia de enterotoxina
estafilococica B (SEB). Con este fin, se incubaron PBMC purificadas de 3 donantes durante 3 dias en presencia
de SEB (2000 o 125 ng/ml) y una dilucién en serie de los tres anticuerpos biespecificos candidatos o
anticuerpos de control. El anticuerpo de control de referencia en este experimento fue el anticuerpo anti-CTLA4
10D1 que ha demostrado inducir una potente liberacién de citocinas en este ensayo.

Los niveles de citocinas se midieron en los sobrenadantes de cultivo mediante el ensayo Luminex Multiplex.
En la Figura 31 se muestran los resultados de la liberacién de IL-2 por PBMCS de tres donantes diferentes a
las dos concentraciones diferentes de SEB. Esta comparacién demuestra que los perfiles de actividad de los 3
anticuerpos bivalentes CD137xPD-L1 fueron consistentes entre los tres donantes. También muestran que
PB17309 y PB17311 fueron los mas eficaces de los anticuerpos biespecificos. Los tres PB17309 (6763x7702),
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PB17310 (6785x7702) y PB17311 (6797x7702) fueron mas potentes que los anticuerpos de control positivo.
Los resultados de los niveles de IL-2, IFNy y TNFa liberados por PBMC de un Unico donante (No. 1038) a una
concentracién de SEB de 2000 ng/ml se muestran en la Figura 32, en la que se comparé la liberacion de
citocinas inducida por los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 con la inducida por anticuerpos bivalentes
de referencia contra CD137 (20H4.9) o PD-L1 (YW243.55.870), solos o en una mezcla equimolar. Esta
comparacién demuestra que los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 son claramente més eficaces en la
activacién de PBMC que cada uno de los anticuerpos bivalentes de referencia. Es importante destacar que
cada uno de los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 también fue mas eficaz en la activacién de PBMC
que una mezcla de YW243.55.870 y 20H4.9, lo que demuestra una vez mas las caracteristicas superiores de
activacién de células T de estos anticuerpos biespecificos en presencia de células que expresan PD-L1 que
pueden proporcionar activacién en trans de las moléculas biespecificas.

Ejemplo 11

Efecto de PB17309, PB17310 y PB17311 en la supresion mediada por macréfagos M2 de PBMC estimuladas
con anti-CD3/CD28

Los macréfagos clasicamente activados (macréfagos M1) pueden destruir tumores durante las primeros etapas
de la carcinogénesis. Sin embargo, durante la transicién de la transformacion temprana a estadios tumorales
avanzados, los cambios dindmicos en el microambiente tumoral impulsan gradualmente el cambio de
macréfagos M1 a M2. Los macréfagos M2 asociados a tumores secretan citocinas inmunosupresoras e inducen
la supresion inmunitaria mediante la ligadura a PD-1. Como tales, los macréfagos M2 inhiben la proliferacion
de células T y la produccion de citocinas.

Se ha utilizado un ensayo de supresién de macréfagos M2 desarrollado por Aquila Biomedical para demostrar
que un anticuerpo anti-PD-1 puede revertir parcialmente el efecto inhibidor de los macréfagos M2 sobre la
proliferacién de células T. Utilizamos este ensayo para probar el efecto de PB17309, PB17310 y PB17311
sobre la repolarizaciéon de macréfagos M2, utilizando la expresién de IFN-y como lectura, y lo comparamos con
los efectos mediados por un control de isotipo negativo (anticuerpo anti-RSV-G PG2708) y dos anticuerpos de
referencia (anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9 y anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570).

Ensayo de supresion M2

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre fresca recolectada de cinco
voluntarios sanos. Se utilizé clasificaciéon celular magnética para aislar monocitos mediante selecciéon negativa
(sin agotamiento de CD16). También se criopreservé un subconjunto de PBMC de cada uno de los 5 donantes
para su uso posterior en el ensayo de cocultivo PBMC/M2. Los macréfagos M2 se generaron al cultivar
monocitos aislados con M-CSF (50 ng/ml) en RPMI-10 (RPMI-1640, FBS inactivado por calor al 10 %, 100 U/ml
de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y L-glutamina 2 mM, B-mercaptoetanol 50 uM) durante 8 dias en
placas de 96 pocillos de fondo redondo. Durante el periodo de cultivo, las células se reponian con RPMI-10
fresco suplementado con M-CSF los dias 3 y 6. El dia 8 se retiraba el medio de cultivo. El dia 8, se retiré el
medio, se agregé medio fresco (sin M-CSF) y se activaron las células con LPS (0.1 ug/ml) durante 2 horas. A
continuacién, se lavaron los macréfagos para eliminar el LPS y se repusieron con medio fresco (sin M-CSF).
Los macréfagos M2 se cocultivaron con PBMC aut6logas (descongeladas y lavadas) en una relacién de 4:1
(PBMC:M2) en presencia o ausencia de anticuerpos de prueba o controles de isotipo (10 pg/ml), por triplicado.
Después de 24 horas de intercomunicacion, los cultivos se estimularon con anti-CD3 (1 pyg/ml) y anti-CD28
(2 ug/ml) durante tres dias para activar las células T a través del complejo receptor TCR. A continuacién, se
midi6é el IFN-y en el sobrenadante del cultivo mediante ELISA con sobrenadantes diluidos 1:10 o0 1:20 en el
diluyente ELISA apropiado para obtener valores dentro del rango de deteccién de los kits. Se efectuaron analisis
estadisticos entre la sustancia de prueba y los grupos de control apropiados utilizando una prueba t de
proporciones emparejadas o un ANOVA unidireccional para comparaciones multiples con la prueba de
comparaciones multiples post hoc de Dunnett (para comparaciones entre un control y varios grupos) o de Holm-
Sidak (para comparaciones entre todos los grupos). Se asumié significacién estadistica cuando P<0.05.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 33, con los datos presentados como los niveles medios de IFN-y de
los triplicados detectados por ELISA después de la estimulacién anti-CD3/CD28 de PBMCs. De estos
resultados se desprende claramente que las PBMC cultivadas en ausencia de macréfagos M2 produjeron
mayores niveles de IFN-y después de la estimulacién con CD3 y CD28 (comparese la condicién “Sélo PBMC”
con la condicién “Sin estimular’; * indica P< 0.05). A pesar de la heterogeneidad de los resultados obtenidos
para los distintos donantes, se concluye que los tres anticuerpos biespecificos aumentaron la produccién de
IFN-y en los cocultivos M2:PBMC. Aunque no es estadisticamente significativo, PB17309 y PB17310 muestran
una tendencia de aumento de la produccién de IFN-y en relacién con los tratados con el control de isotipo
PG2708. Es importante destacar que la adicién de PB17311 aumenté significativamente la produccién de IFN-
y en los cocultivos M2:PBMC en relacién con los tratados con el control de isotipo PG2708 (** indica P< 0.01).
Los resultados obtenidos con PB17309 y PB17310 son comparables a los obtenidos con el anticuerpo de
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referencia anti-CD137 20H4.9 y con el anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570. Los resultados que
se obtienen con PB17309 y PB17310 también son comparables a los obtenidos con una combinacién de ambos
anticuerpos de referencia.

Ejemplo 12
Efecto de PB17311 en el cebado de células T CD8+ humanas virgenes

Los anticuerpos biespecificos CD137 x PD-L1 de acuerdo con la presente invencién inducen la activaciéon de
células T mediante el puenteo de CD137 en la célula T y PD-L1 en células accesorias. Se considera que esto
da lugar a la sefializacién de CD137 y mejora la activaciéon del TCR dependiente de antigeno mediante el
bloqueo de la ruta PD-1/PD-L1. En presencia de tumores que expresan PD-L1, los anticuerpos biespecificos
CD137 x PD-L1 de acuerdo con la presente invencidn facilitan la (re)activacion de células T especificas de
antigeno, como se muestra en los Ejemplos actuales. Esto es coherente con el hecho de que se sabe que la
coestimulaciéon de CD137 permite la expansién, la produccién de citocinas y la supervivencia de las células T
(Bertram et al 2004). Sin embargo, también queriamos demostrar que los anticuerpos biespecificos CD137 x
PD-L1 de acuerdo con la presente invencién facilitan respuestas de células T eficaces de novo contra
neoantigenos tumorales. El cebado de células T CD8+ virgenes en modelos de infeccion de ratones ha
mostrado que la coestimulacién con CD137 facilita la formacién de poblaciones de células T efectoras y de
memoria central (Zhao et al 2012). Por lo tanto, evaluamos los efectos mediados por uno de nuestros
anticuerpos biespecificos (PB17311; 6797 x 7702) en el cebado de células T CD8+ humanas virgenes.

Debido al bajo numero de células precursoras de células T virgenes, el cebado antigeno-especifico de células
T humanas es dificil de evaluar. Sin embargo, se ha descubierto que un antigeno sobreexpresado en el
melanoma -el antigeno asociado al tumor Melan-A- es particularmente adecuado para evaluar las respuestas
de células T virgenes en células T humanas. Esto se debe a que los niveles de células T especificas para este
epitopo peptidico Melan-A 27-35 restringido por HLA-A0201 son unas 10 veces mayores que los niveles de
células T frente a otros antigenos propios o asociados a tumores; el epitopo es reconocido por
aproximadamente 1 de cada 1000 células T virgenes. En base a este epitopo, Wélfl y Greenberg (2014) han
desarrollado un sistema de cebado in vitro que evalla de forma fiable las condiciones de cebado de las células
T CD8+. El método se conoce como activacién especifica de antigeno y cebado de células T CD8 humanas, o
ASAP-T8. En un ensayo ASAP-T8, las células T CD8+ virgenes aisladas se cocultivan con células dendriticas
autélogas derivadas de monocitos cargadas con antigenos peptidicos durante 10 dias, seguido de un anélisis
cuantitativo y cualitativo de las células T especificas de antigeno.

En este Ejemplo el ensayo ASAP-T8 se realiz6 de acuerdo con los métodos detallados descritos en Wélfl y
Greenberg (2014) utilizando células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de dos donantes
independientes (no. 1064 y 1066). Los anticuerpos y controles probados en el ensayo fueron el anticuerpo anti-
CD137xPD-L1 PB17311, el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9, el anticuerpo de referencia anti-PD-
L1 YW243.55.570, una mezcla equimolar de ambos anticuerpos de referencia y el anticuerpo de control
negativo anti-RSV-G PG2708. Los anticuerpos de prueba se agregaron desde el inicio del cultivo de células
DC:Ty de nuevo durante la primera alimentacién.

Generacién de células dendriticas maduras derivadas de monocitos (mDC)

Las células dendriticas maduras derivadas de monocitos se generaron utilizando un protocolo que seguia los
métodos detallados descritos en WéIfl y Greenberg (2014). Con este fin, cuatro dias antes del inicio del ensayo
ASAP-T8, se descongelaron PBMC de donantes HLA-A2*, se centrifugaron a 300 g durante 5 mina T.A. y se
resuspendieron en medio de cultivo (Medio de Células Dendriticas CellGro (CellGenix, No. de cat. 2005) +
suero humano al 1 %) hasta 1 X 107/ml. A continuacion, se agregaron 2 ml de esta suspension celular a cada
pocillo de una placa de 6 pocillos. Después de una incubacién de 2-3 horas a 37 °C para permitir la adherencia
al plastico, se retir6 el medio y se eliminaron las células no adherentes a través de lavado con PBS. Se
agregaron a cada pocillo 3 ml de medio de cultivo caliente suplementado con 10 ng/ml de IL-4 y 1600 Ul/ml de
GM-CSF, y se incubaron durante 2 dias a 37 °C. Después de la adicién de 1.5 ml de medio de cultivo fresco
suplementado con IL-4 y GM-CSF, se incubaron las células durante 24 horas mas.

Las DC inmaduras se cosecharon mediante la eliminacién de 3 ml de sobrenadante seguido de una
resuspensién vigorosa de las células en el medio restante, y lavado con PBS frio para eliminar cualquier célula
restante. Se agruparon y contaron las células y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos a T.A. El sedimento
se resuspendié a 1 X 108 células/ml en medio de cultivo precalentado, suplementado con GM-CSF (800 Ul/ml),
IL-4 (10 ng/ml), LPS (10 ng/ml) e IFNy (100 Ul/ml). Se agregaron 2 ml de suspension celular (2 X 108 células)
a los pocillos de una nueva placa de 6 pocillos. El péptido antigeno de Melan-A (JPT, No. de cat. SP-MHCI-
0006) disuelto en DMSO a 5 pg/ul se agregd a los pocillos correspondientes a 2.5 pg/ml y las células se
incubaron a 37 °C durante 16 horas.

Después de comprobar la morfologia de las CD, se cosecharon las CDM a través de resuspensién vigorosa
con una pipeta y enjuagando los pocillos vacios con PBS helado para asegurar la eliminacién de todas las
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células adherentes. Las CDM que habian sido pulsadas con péptido y las que no lo habian sido se agruparon
por separado y se contaron las células vivas. Los tubos con mDC se mantuvieron en hielo en todo momento y
se irradiaron con 30 Gy (3000 Rad) para evitar la posible proliferacién de células contaminantes durante el
posterior cocultivo prolongado de las células. A continuacién, las células se centrifugaron a 300 g durante 5
minutos a T.A., y se resuspendieron en medio DC CellGro + suero humano al 5 % (HS) a 5 X 105 células/m.

Generacién de células T CD8 virgenes

Un dia antes del inicio del ensayo ASAP-T8, se descongelaron PBMC de los mismos donantes HLA-A2* que
los utilizados para generar mDC, se centrifugaron a 300 g durante 5 min a T.amb. y se resuspendieron en
tampon PBS/HS/EDTA frio (PBS con un HS al 2 % y EDTA 1 mM) a 5 X 107 células/ml. Las células se utilizaron
para el aislamiento de células T CD8+ virgenes utilizando el Kit de Aislamiento de Células T CD8+ Virgenes
Humanas EasySEP (STEMCELL, No. de cat. 19258).

Se agregaron 50 yl de Céctel de Aislamiento EasySep por ml de muestra celular, luego se mezclé y se incubd
a T.A. durante 10 minutos. A continuacién, se agitaron en vértex las particulas magnéticas EasySep durante
30 segundos y se agregaron 100 pl de particulas por ml de muestra para eliminar las células no deseadas.
Después de incubacién a temperatura ambiente durante 10 min, la suspensién celular se completé hasta un
volumen total de 2.5 ml mediante adicién de tampén EasySep, y las células se mezclaron mediante pipeteo
suave seguido de transferencia a un tubo Falcon de 5 ml. Se retir6 el tapdn y se colocéd el tubo en el iméan
EasySep. Después de 5 minutos a T.A,, la fraccién deseada se vertidé en un nuevo tubo Falcon de 5 ml al invertir
el imén y el tubo en un movimiento continuo, dejando las células no deseadas marcadas magnéticamente
dentro del tubo original. El imén y el tubo se dejaron en posicién invertida durante 3 segundos antes de volver
a la posicién vertical, dejando las gotas que quedaban colgando de la boca del tubo. El tubo viejo con células
no deseadas se retird del iman y el tubo nuevo con la fraccién celular enriquecida negativamente se colocé en
el iman para una segunda separacidén. Después de 5 minutos a T.A., se verti6 la fraccién deseada de la misma
manera.

Las células enriquecidas seleccionadas negativamente fueron contadas y luego centrifugadas a 300 g durante
5min a T.A. y resuspendidas a una concentracion celular final de 3 X 10° células/ml en medio de cultivo CellGro
DC suplementado con HS al 5 %, y conteniendo 5 ng/ml IL-7 para permitir un cebado 6ptimo de células T. Las
células se transfirieron a placas de 6 pocillos a razén de 2 ml/pocillo y se incubaron durante la noche.

Ensayo ASAP-T8

Este ensayo se realizd por triplicado para cada donante, siguiendo los métodos detallados descritos en Wolfl y
Greenberg (2014). Las células T que se habian preincubado con IL-7 se cosecharon, agruparon y contaron, y
después se centrifugaron a 300 g durante 5 min a T.A. El sedimento se resuspendié en medio de cultivo a
2 X 108 células/ml y se agreg6 IL-21 a 60 ng/ml para mejorar el cebado de células T CD8*. Se prepararon dos
mezclas de células DC/T al mezclar mDC pulsado con péptido o DC no pulsado con células T en una relacién
de 1:1 viv, lo que dio como resultado una relacién de células T:DC de 4:1 y una concentracién final de IL-21 de
30 ng/ml. Los anticuerpos de prueba se agregaron a una concentracién final de 10 pg/ml. A continuacién, se
transfirieron 500 ul de cada mezcla celular a pocillos individuales de placas de 48 pocillos.

Las células se cocultivaron a 37 °C durante un total de 10 dias, lo que implicé dos etapas de alimentacién y
una transferencia a placas frescas. Las células se alimentaron primero después de 72 h con 500 ul adicionales
de medio de cultivo caliente que contenia HS al 5 % y 10 ng/ml de IL-15 y 10 ng/ml de IL-7 (concentracién final
de citocinas 5 ng/ml) en presencia o ausencia de 20 pg/ml de anticuerpo de prueba (concentracién final de 1IgG
10 pg/ml) y se incubaron durante 48 horas. Para dejar mas espacio para la expansién y reducir el nUmero de
células mieloides residuales (plastiadherentes) de la preparacién de DC, las células y el medio se transfirieron
entonces a pocillos nuevos de una placa de 24 pocillos, a los que ya se habia agregado 1 ml de medio que
contenia un HS al 5 % y 10 ng/ml de IL-15 e IL-7. Después de una incubacién adicional de 120 hora horas de
incubacién las células estaban listas para el analisis.

En el dia 10 de cocultivo, las células de pozos individuales se cosecharon y contaron para determinar los
recuentos celulares absolutos por pozo. A continuacién, las células T se tifieron con un dextramero especifico
de Melan-A marcado con fluorescencia (Immudex, No. de cat. WB2162-APC). En este dextramero, la estructura
principal de polimero de dextrano lleva >10 complejos MHC-péptido y moléculas de fluorocromo
(aloficocianina), permitiendo de esta manera la deteccion de células T CD8* especificas del péptido Melan-A
mediante analisis FACS. Las células también se tifieron con otros anticuerpos contra marcadores de
subconjuntos especificos de células T. Con este fin, las células derivadas de pocillos individuales se
transfirieron a pocillos de una placa FACS de 96 pocillos a 50,000 células/pocillo. Las células se centrifugaron
durante 5 min a 300 g, se eliminé el sobrenadante y, seguido por la adicién de 40 ul de dextramero (dilucién
1:50 en PBS + FBS al 5 %) y se incubaron en la oscuridad durante 20 min a T.A. A continuacién se agregaron
anticuerpos adicionales especificos para CD8, CD45RA y CCRY (5 veces concentrados) en 10 ul de tampén
FACS. Las células se incubaron en la oscuridad durante 20 min a4 °Cy luego se lavaron dos veces con tampén
FACS. Después de la incubacion durante 10 min a 4 °C, las células estaban listas para el anélisis por FACS.

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2981272713

Resultados
Expansién de células T

La poblacién dextramero-positiva representa células especificas de antigeno que se habian expandido tras el
cebado y constituian el 5-24 % de la poblacion total de células T CD8. El tamafio relativo de la poblacién de
células T CD8 positivas al dextramero y los niUmeros absolutos de células se utilizaron para calcular el nimero
de células T CD8+ especificas de antigeno por pocillo y los datos de cada donante se expresaron como el
nimero de células T CD8+ especificas de antigeno en cultivo en relacién con la muestra que no contenia
anticuerpo (véase la Figura 34). Los datos mostrados proceden de un experimento realizado por triplicado y
las barras de error representan la desviacidén estandar.

De estos resultados se desprende claramente que la poblacion de células T CD8+ especificas de antigeno
positivas a dextramero se expandi6é cuando el antigeno peptidico estuvo presente durante el cebado (compare
las condiciones “Sin ctrl de péptido” y “Sin Ab” en la Figura 34).

El anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9 mejor6 la expansion de células T CD8+ especificas de antigeno
en relacidén con el anticuerpo de control negativo, pero sélo en un donante (PBMC1064).

El anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570 no afecté la expansién.

El anticuerpo CD137xPD-L1 PB17311 aumenté significativamente la expansién de células T CD8+ especificas
de antigeno en ambos donantes en relacién con el anticuerpo de control negativo. PB17311 mejoré la
expansién de células T CD8+ especificas de antigeno en mayor medida que el anticuerpo de referencia anti-
CD137 20H4.9. PB17311 tuvo una mayor actividad de expansion de células T CD8+ en comparacidén con una
combinacién del anticuerpo anti-PD-L1 YW243.55.870 y el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9. Esto
significa que este anticuerpo biespecifico CD137 x CD137 es mas potente en el cebado de células T CD8+
virgenes que los anticuerpos de referencia especificos de CD137 y especificos de PD-L1.

Diferenciacién de células T

Tras el cebado especifico de antigeno, las células T virgenes comienzan a diferenciarse. Durante este proceso
de diferenciacién, la expresion de CCR7 y CD45RA sobre la superficie de las células se regula a la baja,
reexpresandose CD45RA en células T efectoras diferenciadas terminalmente. Por lo tanto, la regulaciéon a la
baja de la expresion de CCR7 y CD45RA es un indicio de diferenciacidén. La expresién de los marcadores de
diferenciacién CCR7 y CD45RA se analizé al separar las células CD8+dextramero+ y determinar a continuacién
el numero relativo de células dentro de los diferentes subconjuntos de células T. Los subconjuntos se definieron
como células madre T virgenes/con memoria (Tn/Tscm): CD45RA+CCRY7+; células T de memoria central (Tcwm):
CD45RA-CCR7+; células T de memoria efectoras (Tewm): CD45RA-CCR7-; y células T efectoras terminalmente
diferenciadas (Tte): CD45RA+CCR7-. Los datos de cada donante se expresaron como el porcentaje de cada
subconjunto de células T dentro de la poblaciéon de células T CD8+dextramero+ (véase la Figura 35). El
anticuerpo CD137xPD-L1 PB17311 mejoré la diferenciacién de las células T CD8+ especificas de antigeno en
ambos donantes en relacién con el anticuerpo de control negativo. Cuando comparamos las células T que
habian sido cebadas en presencia del anticuerpo de control negativo y las cebadas en presencia del anticuerpo,
encontramos que PB17311 reducia los numeros relativos de células T CD8+ especificas de antigeno con un
fenotipo celular virgen (Tn/Tscm) Y aumentaba los nimeros relativos de las poblaciones de células efectoras de
memoria y diferenciadas terminalmente (Tem y T7e en la Figura 35). PB17311 mejord la diferenciacion de células
T CD8+ especificas de antigeno en mayor medida que el anticuerpo de referencia 20H4.9, como muestra el
aumento de los numeros relativos de las poblaciones de células efectoras de memoria y diferenciadas
terminalmente dentro de la poblacién de células T CD8+ incubadas con PB17311 en comparacién con la
poblacién de células T CD8+ incubadas con 20H4.9. PB17311 incluso mejoré la diferenciacion de células T
CD8+ especificas de antigeno en mayor medida que la combinacién del anticuerpo anti-PD-L1 YW243.55.S70
y el anticuerpo de referencia 20H4.9 anti-CD137. Esto significa que este anticuerpo biespecifico CD137 x PD-
L1 es mas potente a la hora de mejorar la diferenciacién de células T virgenes tras el cebado que los
anticuerpos de referencia especificos de CD137 y especificos de PD-L1.

Sin estar limitado a ninguna teoria, se considera que los potentes efectos del anticuerpo CD137xPD-L1
PB17311 en el cebado de células T CD8+ depende principalmente de la induccidn de la sefializacion CD137
en células T. Al unirse a CD137 expresado en la superficie de las células T después del reconocimiento del
antigeno y a PD-L1 en las CD maduras, PB17311 permite la agrupacién de receptores CD137 necesaria para
la sefializacién de CD137.

En resumen, estos resultados demuestran que el anticuerpo biespecifico CD137/PD-L1 PB17311 mejora tanto
la expansion como la diferenciacion de células T CD8+ virgenes in vitro.

PB17311 tiene un mayor potencial de expansidn y diferenciacién en comparacién con (una combinacién de) el
anticuerpo de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570 y el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9. Esto
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demuestra que PB17311 es mas eficaz para inducir o mejorar nuevas respuestas de células T contra tumores
existentes.

Ejemplo 13
Efecto de PB17311 sobre CD107a y la expresién de citocinas por las células T

Como se demostré en el Ejemplo 10, los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1 pueden mejorar la produccién
de IL-2, TNFa e IFNy en el sobrenadante de PBMC activadas con SEB. En el presente documento utilizamos
tincién intracelular de citocinas y analisis FACS para identificar los subconjuntos de células T responsables de
la mejora de la producciéon de citocinas tras el tratamiento con el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1
PB17311. También evaluamos la expresién de CD107a como marcador de la citotoxicidad de las células T
CD8+. Comparamos el efecto de PB17311 con el del anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9, el anticuerpo
de referencia anti-PD-L1 YW243.55.570, una mezcla equimolar de ambos anticuerpos de referencia y el
anticuerpo de control negativo anti-RSV-G PG2708.

Para este fin, las PBMC se estimularon con SEB (320 ng/ml) en la presencia o ausencia de anticuerpos por 24
hrs, y se tifieron para los marcadores CD3, CD4, CD8, CCR7, CD45RO y CD107a, para las citocinas IL-2, IFNy
y TNFa, y utilizando un tinte de viabilidad. Las PBMC cultivadas en ausencia de SEB y anticuerpos se incluyeron
como control de la estimulaciéon con SEB (Sin estimular). Se analizé la expresion de CD107a y citocinas en la
poblacién total de células T (células CD3+) y en los siguientes subconjuntos de células T CD4 y CD8: células
T virgenes (CD45RO-CCR7+), células T de memoria central (CD45RO+CCR7+), células T de memoria
efectoras (CD45RO+CCR7-) y células T efectoras diferenciadas terminalmente (CD45RO-CCR7-). Los
resultados sé6lo se muestran para los subconjuntos en los que se observaron las diferencias mas pronunciadas:
Células CD4 efectoras de memoria (EM), células CD8 EM y células CD8 efectoras diferenciadas terminalmente
(TE).

Métodos

Lista de anticuerpos utilizados para detectar dianas intracelulares y extracelulares en el analisis FACS.

Diana Conjugado Proveedor No. de cat.
CCRY BV605 Biolegend 353224
CD45RO BV785 Biolegend 304234
CD3 APC-H7 BD 560176
CD4 PerCP/Cy5.5 BD 560650
CDs8 FITC BD 555634
IFNy BV421 BD 562988
IL-2 PE eBioscience 12-7029-42
TNFa Pe-Cy7 Biolegend 502930
cD107a’ AFB47 Biolegend 328612

" agregado a las células durante la estimulacién SEB

Las PBMC criopreservadas derivadas de un unico donante sano fueron descongeladas y dejadas en reposo
durante la noche. A continuacién, se contaron las células, se centrifugaron a 200 g durante 12 minutos y el
sedimento se resuspendié a una concentracion de 2 X 10° células/ml en medio PBMC (RPMI1640, FBS
inactivado por calor al 10 % y 1 Penicilina-Estreptomicina). Se agregaron 100 pl de suspensidn celular a los
pocillos de dos placas de 96 pocillos de fondo redondo a las que ya se habian agregado 100 pl de medio PBMC
que contenia SEB y anticuerpo de prueba. La concentracién final de SEB fue de 320 ng/ml. Cada anticuerpo
se probé por triplicado a una concentracién Unica de 1 pg/ml (excepto la combinacién de YW243.55.570 y
20H4.9 que se probé a 0.5+0.5 pg/ml). También se incluyeron pocillos de control sin SEB ni anticuerpos. La
estimulacién se realiz6é durante 24 horas a 37 °C, 5 % de CO», 95 % de humedad. Durante las Ultimas 12 horas
de incubacidn se agregé a cada pocillo anti-CD107a y una mezcla de Brefeldina A (Golgiplug, BD) y Monensina
(Golgistop, BD).

A continuacién, se agruparon placas duplicadas y las PBMC se tifieron con anticuerpos especificos para los
marcadores y citocinas relevantes (resumen proporcionado en la lista de anticuerpos anterior). Dado que la
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deteccién de CD3, CD4 y CD8 no se ve comprometida después de la fijacién, se agregaron anticuerpos contra
estas dianas en la etapa de tincién intracelular, junto con anticuerpos contra las citocinas intracelulares. Debido
a su conocida sensibilidad a la fijacién, las dianas extracelulares CCR7 y CD45RO se tifieron antes de la etapa
de fijacion. Con este fin, se centrifugaron las placas a 350 g durante 3 minutos, se resuspendieron las células
en 100 ul de PBS por pocillo y se agruparon las células de las placas duplicadas. Las placas se centrifugaron
como antes y las células se resuspendieron en 100 ul por pocillo de Colorante de Viabilidad Fijable diluido
1:1000 (eBioscience, No. de cat. 65-0866). Después de una incubacién de 10 minutos a T.A. en la oscuridad,
se agregaron 150 pl de tampédn FACS (PBS pH 7.4, BSA al 0.5 %, EDTA 0.5 mM) a cada pocillo. Las placas
se centrifugaron y las células se resuspendieron en 25 pl de anticuerpo anti-CCR7 diluido en tampén FACS.
Después de una incubaciéon de 15 minutos a 37 °C, 5 % de CO,, 95 % de humedad, se agregaron 25 pl de
anticuerpo anti-CD45R0O diluido en tampén FACS. Después de 30 minutos de incubacidén a T.A. en la oscuridad,
se agregaron 150 pl de tampdn FACS a cada pocillo. Las placas se centrifugaron como antes y las células se
resuspendieron en 200 pl de tampén FACS. Las placas se centrifugaron y las células se resuspendieron en
100 pl de solucién de fijacién/permeabilizacién de BD (BD Biosciences, No. de cat. 554714). Después de una
incubacion de 10 min a T.A. en la oscuridad, se agregaron 100 pl de tampén BD PermANash (BD Biosciences,
No. de cat. 554714). A continuacién, se centrifugaron las placas a 350 g durante 3 minutos y se resuspendieron
las células en 200 pl de tampédn BD Perm/AWash.

Después de esta etapa de fijaciéon y permeabilizacion, las placas se centrifugaron a 500 g durante 3 min y las
células se resuspendieron en 50 pl de una solucién de tampén BD Perm/Wash que contenia anticuerpos
especificos para dianas intracelulares. Esta solucién contenia anticuerpos contra las dianas intracelulares IFNy,
IL-2 y TNFaq, y contra CD3, CD4 y CD8. Las placas se incubaron durante 1 hora a T.A. en la oscuridad y a
continuacién se agregaron 150 ul de tampén BD Perm/Wash a cada pocillo. A continuacién, se centrifugaron
las placas a 350 g durante 3 min y se resuspendieron las células en 200 ul de tampdn BD Perm/MWash. Las
placas se centrifugaron de nuevo a 350 g durante 3 min, las células se resuspendieron en 100 pl de solucién
fijadora (PBS pH 7.4, BSA al 0.5 %, EDTA 0.5 mM, formaldehido al 1 %) y se almacenaron a 4 °C hasta su
adquisicion al dia siguiente.

Las muestras se midieron utilizando un citdmetro de flujo BD Fortessa y los datos se analizaron utilizando el
software FlowJo versién 10. Las poblaciones celulares se analizaron de la siguiente manera: los singletes se
discriminaron de los dobletes al graficar FSC-A frente a FSC-H. Las células muertas se excluyeron al separar
la poblacién negativa para la tincién de viabilidad. Las células T se identificaron como CD3+ y se dividieron en
subconjuntos CD4+ y CD8+. Estos subconjuntos de células T se dividieron a su vez en células virgenes, de
memoria central, de memoria efectoras y efectoras terminalmente diferenciadas, en base a la expresién de
CCR7 y CD45RO. La expresidn de citocinas y CD107a se evalué dentro de la poblacidn total de células T y
dentro de las subpoblaciones y se expres6é como porcentaje de la poblacién total de células T.

Resultados

Los niveles intracelulares de CD107a, IFNy, IL-2 y TNFa en la poblacién total de células T se muestran en la
Figura 36, con los niveles expresados por los tres subconjuntos individuales de células T (CD4 Tewm, CD8 Tem y
CD8 T+1e) mostrados en la Figura 37. En estas figuras, las lineas de puntos representan el porcentaje medio de
células positivas para el marcador indicado cuando se estimula con SEB y el anticuerpo de control negativo
PG2708. Las barras representan los valores medios + DE de un experimento realizado por triplicado utilizando
células derivadas de un Unico donante. Para probar las diferencias significativas, cada condicién se compard
con el anticuerpo de control negativo PG2708 (Ab Ctrl Neg.) mediante ANOVA unidireccional, seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Dunnett. Los valores de p se indican con asteriscos como sigue: *
P<0.05, ** P <0.01, *** P< 0.001.

En relacién con el anticuerpo de control negativo, PB17311 mejoré la produccién de CD107a, IL-2 e IFNy en la
poblacién total de células T (Figura 36). Cabe destacar que, la produccién de CD107a mejoré méas con PB17311
en comparacion con el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9, el anticuerpo de referencia anti-PD-L1
YW243.55.570, y también en comparacién con una mezcla equimolar de ambos anticuerpos de referencia. De
esto se concluye que la citotoxicidad de las células T CD8+ mejora mas después de la incubacién con PB17311
en comparacién con 20H4.9, YW243.55.570 o una mezcla de los mismos. La produccion de IL-2 e IFNy también
parece ser mayor después de la incubacién con PB17311 en comparacién con 20H4.9 e YW243.55.570.

Cuando observamos con mas detalle los subconjuntos individuales de células T, descubrimos que PB17311
mejoraba la expresidon de las tres citocinas en las células CD4 Tegy. PB17311 también aumenté la expresién de
CD107a en las poblaciones CD8 Tem y T1e en mayor medida que los anticuerpos de referencia 20H4.9,
YW243.55.570 y una mezcla de los mismos, lo que indica que mejora la citotoxicidad de células T CD8 mejor
que una mezcla de estos anticuerpos de referencia.

Conclusién

Estos resultados concuerdan con la observacion anterior de que los anticuerpos biespecificos CD137xPD-L1
aumentan la produccién de IL-2, TNFa e IFNy por PBMC tras la estimulacién con SEB. Demuestran que
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PB17311 provoca un aumento significativo del nimero de células T que expresan citocinas, y que PB17311
induce la expresién del marcador de citotoxicidad CD107a en los subconjuntos CD8 Tem y T1e de forma més
potente que los anticuerpos de referencia 20H4.9 e YW243.55.570. Cabe destacar que, la produccién de IFNy
y TNFa de las poblaciones CD8 Tew y Tte también fue mayor después de la incubacién con PB17311, en
comparacién con la produccién de IFNy y TNFa después de la incubacién con 20H4.9, YW243.55.570 o una
mezcla de los mismos, lo que indica que PB17311 tiene un mayor potencial de activacién de células T CD8+.
La produccién de IL-2 de la poblacién CD4 Tem también parecié ser mayor después de la incubacién con
PB17311, en comparacidn con la incubacién con 20H4.9 y, en menor medida, con YW243.55.570.

Ejemplo 14
Efecto de PB17311 sobre la proliferacién de células T infiltrantes de tumores

El cribado inicial de los anticuerpos biespecificos anti-CD137xPD-L1 hizo uso de ensayos basados en células
T primarias. Sin embargo, tales ensayos carecen de la complejidad de las interacciones celulares que impulsan
la coevolucién del tumor y su microambiente. Para probar nuestros anticuerpos biespecificos en un entorno
tumoral, también utilizamos ensayos recientemente desarrollados basados en células T aisladas de material
tumoral de pacientes. Zhou et al. han desarrollado un método para obtener material tumoral fresco de pacientes
con carcinoma hepatocelular (HCC) o cancer colorrectal (CRC) y aislar células infiltradas en el tumor (células
mieloides vy linfociticas) para probar los efectos de los anticuerpos dirigidos contra inhibidores de puntos de
control inmunitarios en las funciones de las células T infiltradas en el tumor (Zhou et al., 2017). En el presente
documento obtuvimos material de pacientes con HCC o metéstasis hepatica en CRC (LM-CRC) para probar si
el anticuerpo biespecifico anti-CD137xPD-L1 PB17311 podria reactivar las células T CD4 y CD8 infiltrantes de
tumores derivadas de estos pacientes.

[Métodos]

Con este fin, se obtuvo material tumoral fresco de cuatro pacientes con LM-CRC, y de tres pacientes con HCC
elegibles para la reseccién quirargica del tumor. Ninguno de los pacientes recibié quimioterapia o tratamiento
inmunosupresor al menos tres meses antes de la cirugia. El método como se describe por Zhou et al. (2017)
fue el siguiente: se aislaron células mieloides y linfociticas infiltrantes en el tumor a partir de tejido fresco al
cortarlo en pequefios trozos, seguido de una digestién durante 20-30 minutos a 37 °C en 0.5 mg/ml de
colagenasa IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 0.2 mg/ml de DNAsa | (Roche, Indianapolis, IN). La suspensién
celular resultante se filtr6 a través de tamices celulares de 100 um de poro (BD Biosciences, Erembodegem,
Bélgica), y los leucocitos mononucleares se obtuvieron por centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll.
La viabilidad se determiné por exclusién con azul tripan. A continuacién, las células se marcaron con 0.1 pM
del colorante fluorescente carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster (CFSE, Invitrogen) y se
suspendieron en medio RPMI suplementado con suero AB humano al 10 %, L-glutamina 2 mM, tampén
HEPES50 mM, penicilina-estreptomicina al 1 %, piruvato de sodio 5 mM y 1% de aminoé&cidos no esenciales
de medio esencial minimo (MEM NEAA). A continuacién, se transfirieron a cada pocillo de una placa de fondo
redondo de 96 pocillos 1 X 10° células de HCC y 1-2 X 10° de células de LM-CRC en 100 pl. A continuacién se
estimularon los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) para inducir su activacién en ausencia o presencia del
anticuerpo de prueba de la siguiente manera a los pocillos que contenian TIL derivados de pacientes con HCC,
se agregaron 100 ul del mismo medio que contenia anticuerpos de prueba y 1 X 10° blastos de células B
autélogas activadas por CD40 que se habian expandido y posteriormente transfectado con ARNm que
codificaba los antigenos tumorales de longitud completa glipican-3 (GPC3) o antigeno C2 asociado a melanoma
(MAGEC?2). Estas células se coincubaron durante seis dias. A los pocillos que contenian TIL derivadas de
pacientes con LM-CRC se agregaron 100 pl del mismo medio que contenia anticuerpos de prueba y dynabeads
recubiertas con anti-CD3/CD28 humano (Gibco-Life Technologies AS, Noruega) durante cuatro dias. Después
de la incubacién, se cosecharon las células marcadas con CFSE y se tifieron con anticuerpos CD8, CD4 y CD3.
Las células muertas se excluyeron utilizando 7-Aminoactinomicina D (7AAD; Invitrogen, Paisley UK), y la
proliferacién de células T se determiné en base a la dilucién de CFSE mediante anélisis de citometria de flujo.
Las células se midieron con un citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences, San Diego, EE.UU.) y se
analizaron utilizando el software FlowdJo.

El anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 PB17311 se compard con sus anticuerpos parentales bivalentes
monoespecificos PGB797 y PG7702, y con el anticuerpo de referencia anti-CD137 20H4.9, el anticuerpo de
referencia anti-PD-L1 YW243.55.570, y el anticuerpo de control negativo PG2708 contra el antigeno RSV-G
irrelevante. Las muestras sin anticuerpo se incluyeron como controles y todas las condiciones se probaron en
duplo a una concentracién de IgG de 10 pg/ml.

Para las muestras derivadas de LM-CRC, la proliferacién de células T CD4 en presencia de anticuerpos sélo
pudo determinarse en tres de los cuatro donantes porque el nivel de referencia de proliferacién de células T
CD4 del cuarto donante ya era excepcionalmente alto (> 60 % de células proliferantes). La proliferacién de
células T CD8 se pudo determinar en las muestras de los cuatro donantes de LM-CRC. En cuanto a las
muestras derivadas de HCC, se generaron células B autélogas que expresaban GPC3 en los tres donantes,
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pero la expresién de MAGEC?2 sdélo fue posible en dos de los tres. Esto dio lugar a un total de 5 experimentos
de proliferacién utilizando las células de los tres donantes de HCC.

Los resultados se presentaron como la media + EEM.
Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 38. La proliferacion de referencia de TIL CD4 (panel superior derecho)
y TIL CD8 (panel inferior derecho) se determiné al medir el porcentaje de células T proliferantes (niveles bajos
de CFSE) en presencia de anticuerpo de control negativo. La proliferacion de CD4 (arriba a la izquierda) y CD8
(abajo a la izquierda) de las muestras se calculéd como el aumento porcentual de la proliferacién con respecto
al valor de referencia. Los valores son la media + EEM (LM-CRC: CD4 n=3, CD8 n=4; HCC: CD4 y CD8 n=5).
El anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 PB17311 mejord claramente la proliferacién de TIL CD4 y CD8 en
ambos tipos de tumor, y los resultados indican que superé a sus anticuerpos parentales PG6797 y PG7702.
Los resultados también indican que YW243.55.570 estimulé la proliferacién de células T CD4 y CD8 al mismo
nivel. PB17311 y 20H4.9 también mejoraron la proliferacién de células T CD4, pero mejora de forma mas
potente la de células T CD8.

Estos experimentos demuestran el valor agregado de utilizar un anticuerpo biespecifico CD137 x PD-L1 y que
PB17311 mejora la proliferacion de TIL CD4 y CD8 derivadas de pacientes con HCC y LM-CRC. Es importante
destacar que esto significa que un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente invencién puede volver
a estimular tanto las células T CD4+ especificas de antigeno como las células T CD8+ especificas de antigeno
de un paciente con cancer, y que puede estimular la proliferacién de TIL CD8+ mas potentemente que el
anticuerpo de referencia YW243.55.570.

Ejemplo 15
Anélisis del epitopo PB17311 a través escaneo de alanina

Se realizé un analisis de epitopos para identificar los conjuntos de residuos que comprenden o forman parte
de los epitopos reconocidos por el brazo Fab anti-CD137 (MF6797) presente en PB17311.

El andlisis del epitopo potencialmente no lineal del antigeno CD137 al que se une PB17311 requiere el
conocimiento de la estructura proteica tridimensional de CD137. CD137 es una proteina relativamente pequefia
de 25.4 kDa (17.3 kDa extracelular) sin dominios claramente diferenciados. Sin embargo, se han descrito
‘regiones repetitivas’ definidas o dominios ricos en cisteina (CRD) para CD137. Los informes publicados sobre
la estructura proteica de CD137 son limitados. Yi et al. (2014) han descrito que el sitio de unidn del ligando de
CD137 se localiza en la regién 3 de CD137, en base a estudios de unién con construcciones de expresién
truncadas. Aunque no se dispone de una estructura cristalina para CD137, se ha publicado un modelo
homolégico basado en TNFR1 (Won et al., 2010). TNFR1 es una proteina de membrana de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral de la que CD137 también es miembro. Los resultados de los
experimentos de dominio/intercambio con construcciones quiméricas de CD137 humano/ratdn sugieren que el
brazo Fab anti-CD137 (MF6797) se une a CRD 1 y/o 2. Los datos de bloqueo de CD137L también sugieren
que el epitopo MFE797 esta cerca o se solapa con el sitio de unién del ligando CD137.

PD-L1 es también una proteina relativamente pequefia de 31.1 kDa (25.2 kDa extracelular), para la que no se
han definido regiones o dominios distintos. Sin embargo, se conoce la estructura cristalina de PD-L1, asi como
la de su complejo con PD-L1.

En estos experimentos, se utilizé6 mutagénesis de escopeta para generar una serie de proteinas mutantes en
las que se muté un Unico residuo a través de sustituciéon con un residuo de alanina. A continuacién, las proteinas
CD137 mutantes se expresaron en células humanas, lo que permitié analizar proteinas complejas o proteinas
que sblo se pueden expresar y plegar correctamente en células humanas. La unién funcional al anticuerpo se
midié mediante tincién fluorescente, lo que dio lugar a mapas de unién y a la identificacién de residuos criticos
para la unién al anticuerpo. Integral Molecular llevd a cabo los experimentos de mutagénesis en escopeta y el
analisis utilizando los métodos descritos en Davidson y Doranz (2014).

En primer lugar, en base a un plasmido portador de ADNc de CD137 de tipo silvestre, se generaron bibliotecas
de mutaciones (Xxx a Ala, Ala a Ser) para las proteinas diana. Esto dio lugar a 163 clones de ADNc mutante
para CD137, todos los cuales se secuenciaron para verificar la mutacién. Estos clones mutantes de ADNc se
transfectaron posteriormente en células HEK-293T, junto con construcciones de tipo silvestre (WT) para
comparacién. Las células HEK-293T que expresaban cada uno de los clones mutantes se analizaron
posteriormente mediante citometria de flujo, en la que se comparé la unién de cada proteina mutante a
PB17311 con la unién a un anticuerpo de control especifico para CD137 (IgG1 de ratén, BD Biosciences No.
de cat. 555955). Este anticuerpo de control no compite con PB17311 en la unién. Se utilizaron anticuerpos
secundarios marcados con fluorescencia contra IgG humana o de ratdn para detectar la unién de PB17311 o
del anticuerpo de control.
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Para identificar los clones que tenian alta expresion de CD137 pero daban baja unién con PB17311,
comparamos la unién de PB17311 con la del anticuerpo de control relevante (ver Figura 39A). Para cada clon,
el valor medio de unién se graficé en funcién del valor medio de expresion del clon medido por la unién del
anticuerpo de control. Para identificar los clones criticos preliminares, aplicamos umbrales de > 70 % de unién
WT al anticuerpo de control y <20 % de reactividad WT al Ab PB17311. Los clones criticos preliminares
identificados utilizando estos umbrales se muestran como circulos negros en la Figura 39A.

Los resultados indican que los residuos importantes en CD137 para la unién de PB17311 son Arg66, Gly70 y
Phe72. Val71 también parece estar implicado en la unién de PB17311 (véase la Figura 39B). Aunque Cys133
se identificé inicialmente como un residuo critico basado en los umbrales de unién, estéa relativamente alejado
de los otros residuos criticos, y las mutaciones de cisteina tienden a causar ligeras aberraciones en la
conformacién de la proteina debido a la interrupcién de los enlaces disulfuro. Por lo tanto, Cys133 no se
considerd parte del epitopo PB17311. Las bajas reactividades con PB17311 de las proteinas mutadas en
Arg66, Gly70 y Phe72 indican que estos residuos son los principales contribuyentes energéticos a la uniéon de
PB17311, con una contribucién menor de Val71.

Ejemplo 16
Eficacia antitumoral del anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 en un modelo de xenoinjerto de ratdén

Para probar la eficacia antitumoral de uno de los clones de ejemplo, el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1
PB17311, en animales de experimentacién y compararlo con anticuerpos de referencia, se administré el
anticuerpo PB17311 a ratones portadores de tumores xenoinjertados. El modelo de ratén elegido es uno en el
que ratones inmunocomprometidos se humanizan mediante el injerto con células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) antes de la inyeccidén con una estirpe celular de cdncer humano. A continuacién, se
evalla el crecimiento del tumor sélido subcutaneo durante un periodo de 3 semanas.

Los Fabs anti-CD137 y anti-PD-L1 del anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 reaccionan de forma cruzada con
proteinas ortélogas humanas y de cynomolgus, pero no con proteinas de ratén. Se eligié el modelo anterior
porque permite probar la actividad in vivo del anticuerpo en un sistema humanizado, en el que la respuesta
antitumoral del anticuerpo estd mediada por células T humanas y no por células T de ratén. Este tipo de modelo
se ha utilizado con éxito para evaluar diversas terapias inmunomoduladoras dirigidas, que incluyen varios
anticuerpos monoclonales anti-CD137. Por ejemplo la eficacia de 20H4.9 se ha evaluado en ratones Rag2-/-
IL2Rgnull humanizados con PBMC y portadores de células HT29 (Sanmamed et al. 2015), la eficacia de
Utomilumab se ha evaluado en ratones SCID-beige xeroinjertados con una mezcla de PBMC y células
tumorales humanas PC3, LoVo o WM-266 (Fisher et al. 2012), 2012). En ambos modelos, los anticuerpos
monoclonales anti-CD137 mostraron una actividad antitumoral mediada por células T significativa en
comparacién con los animales tratados con IgG de control.

En el modelo de xenoinjerto de raton utilizado en el presente documento, las células cancerosas inyectadas en
los ratones humanizados con PBMC fueron células RKO, una estirpe celular de carcinoma de colon humano
bien establecida que expresa niveles relativamente altos de PD-L1 pero no CD137. El hecho de que se haya
demostrado que las PBMC inyectadas en ratones inmunocomprometidos expresan CD137 ya a los 5 dias de
la implantacién y continlan expresandolo al menos hasta el dia 22 (Sanmamed et al 2015) indica que los
ratones PBMC-humanizados portadores de células RKO son un modelo ideal para expresar las dianas del
anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 en una configuracién “trans” (PD-L1 en células RKO y CD137 en células
T). Ademés, el donante de PBMC no provoca la enfermedad injerto contra huésped durante al menos 40 dias
tras el injerto. Este modelo es por tanto robusto para evaluar la eficacia de agentes inmunomoduladores.

Métodos

Ratones hembra NOD SCID Gamma (NSG) de nueve semanas de edad fueron injertados con 3 X 107 PBMC
humanas por inyeccién en la vena caudal. 7 dias después, cada ratén de prueba recibié una inyeccién
subcutanea de 5 X 108 células tumorales RKO en 0.1 ml de Matrigel al 50 % en el flanco derecho. El crecimiento
tumoral se monitorizé con calibradores a medida que el volumen tumoral medio se acercaba al rango diana de
50 a 80 mm?3. Cuatro dias después de la implantacion de las células tumorales, designado como Dia 1 del
estudio, los animales con volimenes tumorales individuales de 40 a 63 mm? se clasificaron en cuatro grupos
de ocho animales. Los animales portadores de tumores de cada grupo recibieron seis inyecciones
intraperitoneales de anticuerpo a una dosis de 100 pg en 100 ul de PBS los dias 1, 4, 8, 11, 15y 18. Los cuatro
grupos diferentes recibieron un control negativo (PBS). Los cuatro grupos diferentes recibieron un control
negativo (IgG), o el anticuerpo de referencia 20H4.9 (anti-CD137) o YW243.55.870 (anti-PD-L1), o PB17311
(anti-CD137xPD-L1). Se utilizaron calibradores para medir los volumenes tumorales tres veces por semana
hasta el final del estudio el dia 19, cuando se evalué la inhibicién del crecimiento tumoral.

La inhibicién del crecimiento tumoral (TGI) se defini6 como la diferencia porcentual entre la mediana de
volimenes tumorales (MTV) del dia 19 de los ratones tratados y los de control, y las diferencias entre grupos
se consideraron estadisticamente significativas a P £ 0.05 mediante la prueba de Mann-Whitney. La
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tolerabilidad del tratamiento se evalué mediante mediciones del peso corporal y observaciones frecuentes de
signos clinicos de acontecimientos adversos relacionados con el tratamiento. La Figura 40 proporciona un
diagrama de cajas y bigotes de la distribucién del volumen tumoral por grupos. El dia 19, la mediana de los
volimenes tumorales (MTV) de los ratones en el control IgG fue de 517 mm?3, con un rango de volumen tumorall
individual de 429 a 807 mm?®. Entre los tres grupos de tratamiento, PB17311 fue tan eficaz (con un MTV de
264 mm?3, 49 % de TGI), como YW243.55.570, con un MTV de 283 mm3, 45 % de TGl y 20H4.9, con un MTV
de 339 mm?®y 34 % de TGI). Todos los tratamientos dieron lugar a MTV significativamente inferiores a los del
grupo de control (P < 0.05 para 20H4.9; P < 0.001 para PB17311 e YW243.55.570). Un animal que recibid
20H4.9 murié el dia 8; la necropsia revel6 pulmones rosados e higado moteado. Los animales de este grupo
también experimentaron la mayor pérdida media de BW (-8.0 % en el punto mas bajo el dia 15). Por lo demés,
los tratamientos fueron bien tolerados.

En resumen, el anticuerpo biespecifico CD137xPD-L1 PB17311 proporcioné un beneficio de supervivencia
estadisticamente significativo como tratamiento para el carcinoma de colon humano RKO en ratones NSG
injertados con PBMC humanas. Los resultados del tratamiento con PB17311 fueron mejores, con menos
efectos secundarios, en comparacién con 20H4.9.

Ejemplo 17
Interferencia de sCD137 con la actividad agonistica de anticuerpos dirigidos contra CD137

El CD137 soluble interfiere menos con la actividad agonistica del anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico que
con el anticuerpo CD137 bivalente.

La expresion de CD137 esta regulada por el desprendimiento de antigeno de la superficie celular. El antigeno
desprendido (sCD137) se encuentra tanto en la sangre como en el espacio extracelular y, por lo tanto, podria
actuar como un sumidero competidor para la eliminacién de anticuerpos dirigidos contra CD137.

Los estudios han mostrado que el sCD137 se desprende de células inmunitarias que expresan altos niveles de
CD137, como las células T reguladoras (Ridgway et al., 2014), y que tanto el sCD137 como el sCD137L son
producidos por células cancerosas de pacientes colorrectales (Dimberg et al., 2006). Ademés, la exposicidén de
estirpes celulares tumorales a condiciones de hipoxia promueve la expresién de CD137, siendo la forma més
predominante la variante soluble (Labiano et al, 2016). Mientras que los niveles séricos en promedio de sCD137
en donantes sanos varien desde 0.02 hasta 0.2 ng/ml, se sabe que los niveles son mas elevados en diversos
estados de enfermedad, variando desde 0.2 hasta 3.6 ng/ml (Michel et al, 1998; Shao et al, 2012). sCD137
parece regular las células T activadas: cuando se desprende en el microambiente tumoral amortigua la
actividad del sistema inmunitario, mediando de esta manera el escape inmunitario. Se considera que sCD137
compite con CD137 unido a la membrana para unirse a CD137L, bloqueando de esta manera la sefializacién
a través de CD137 expresado en las células T.

Dados los mecanismos descritos anteriormente, se determiné si sCD137 afectaria la capacidad del anticuerpo
biespecifico CD137xPD-L1 PB17311 y los anticuerpos de referencia para activar células T primarias humanas
in vitro. Dicha activacién se midié en un ensayo de transactivacién Jurkat indicador/CHO-PD-L1 en ausencia o
presencia de cantidades excesivas de sCD137. En este ensayo, la estirpe de células T indicadoras Jurkat
expresa CD137 y el gen indicador se activa mediante anticuerpos especificos para CD137. Las células T se
cocultivan con células CHO que sobreexpresan PD-L1, que imitan a las células tumorales que expresan PD-
L1y son necesarias para la activacidon de las células T por el anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico.

Con este fin, placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar, No. de cat. 3917) se recubrieron durante la noche
con 2 pg/ml de anticuerpo anti-CD3 OKT-3 (eBioscience, No. de cat. 16-0037-85) en PBS. Al dia siguiente, se
descongelaron las células indicadoras Jurkat CD137-NFkBluc y se lavaron con medio DMEM/F12 que contenia
un suero bovino fetal inactivado por calor al 10 % (medio de ensayo). Las células se resuspendieron a una
densidad de 2 X 10° células/ml. Las placas de 96 pocillos recubiertas previamente se lavaron dos veces con
PBS antes de la adicién de 25 pl de anticuerpo de prueba (concentracién final 200 ng/ml), seguido de 25 pl de
una mezcla de sCD137 (R&D, No. de cat. 9220-4B) en una dilucién triple en cinco etapas empezando a
20 pg/ml (concentracién final). A continuacién, se agregaron 25 ul de Jurkat NFkBluc (50000 células/pocillo,
2 X 108 células/ml), seguidas de 25 ul de células CHO-K1/CHO.huPD-L1 (12500 células/pocillo, 5 X 10°
células/ml). Al dia siguiente, las placas se equilibraron a temperatura ambiente y se agregaron 100 ul de Bright-
Glo/pocillo (temperatura ambiente) (maximo 4 placas a la vez) seguidas de 5 minutos de incubacién a
temperatura ambiente. Las placas se midieron en el Lector de Microplacas Multimodo Biotek Synergy 2 (modo
de luminiscencia). La activacién en términos de actividad luciferasa se expresé como porcentaje de la obtenida
sin adicién de proteina recombinante.

Los resultados se muestran en la Figura 41 e indican que altas concentraciones de CD137 soluble pueden
efectivamente interferir con la actividad agonistica de ambos anticuerpos de prueba. Sin embargo, de manera
importante, la competencia de sCD137 parece tener un efecto mucho mayor sobre el anticuerpo de referencia
anti-CD137 (clon 20H4.9) que sobre el anticuerpo CD137xPD-L1 biespecifico PB17311. De esto se concluye
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que el efecto in vivo de PB17311 serd menos sensible a los mecanismos inmunosupresores en comparacion
con el anticuerpo de referencia 20H4.9

Tablas

Tabla 1: Las construcciones de expresion para cada diana que se utilizaron para la inmunizacién con ADN
(basados en el vector pVAX1) y para la generacién de estirpes celulares estables Freestyle 293F o CHO-K1

(basadas en el vector pIRES-neo3 o similares).

Diana Vectores Estirpe celular estable
CD137 pVAX1_huCD137 NA
pVAX1_raCD137 NA
pIRES-neo3_huCD137 Freestyle 293F_huCD137
pIRES-neo3_maCD137 Freestyle 293F_maCD137
OX40 pVAX1_huOX40 NA
pVAX1_raOX40 NA
pVAX1_maOX40 NA
pIRES-neo3_huOX40 Freestyle 293F_huOX40
pIRES-neo3_maOX40 Freestyle 293F_maOX40
PD-L1 pVAX1_huPD-L1 NA
pIRES-neo3_huPD-L1 CHO-K1_huPD-L1
pIRES-neo3_maPD-L1 CHO-K1_maPD-L1
hu = humano, ma = macaco, NA = no aplicable

Tabla 2.
Panel de brazos Fab de CD 137 que describen la combinacién basada en perfiles FACS, unién a
dominios, actividad agonistica como anticuerpo bivalente y actividad de bloqueo de CD137.
Agonistica
MF no. Deposito Dominio bivalente % de Blogqueado de Denotacién
CD137L
MF6783 A 12 X 44 Parcialmente
bloqueado
MF6&860 A 1/2 X 6 Sin bloqueo
MF6&848 B 1/2 -126 Mejorado
MF6856 B 2 24 Sin bloqueo
MF6861 B 12 50 Parcialmente
bloqueado
MF6847 C 4 24 Sin bloqueo
MF6795 D ND 32 Parcialmente
bloqueado
MF6808 D ND 77 Bloqueado
MF6798 E 1 44 Parcialmente
bloqueado
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MF6805 E 1 2 Sin bloqueo
MF6832 E 1 X 8 Sin bloqueo
MF6754 F 2 101 Bloqueado
MF6763 F 2 101 Bloqueado
MF6744 G 2/3 X 67 Parcialmente
bloqueado
MF6785 G 2 99 Bloqueado
MF6825 G 2 89 Bloqueado
MF6737 H 3 76 Bloqueado
MF6749 H 3 81 Bloqueado
MF6870 I 4 -16 Sin bloqueo
MF6862 J ND X -80 Mejorado
MF6875 J 1 -22 Sin bloqueo
MF6788 K 1 X 55 Parcialmente
bloqueado
MF6797 K 1/2 102 Blogueado
MF6873 K 1/2 -100 Mejorado
Tabla 3.

Actividad funcional de los brazos PD-L1 Fab segun se mide en el ensayo indicador de bloqueo PD-
1/PD-L1 como anticuerpo monovalente expresado en AUC. Las afinidades de los anticuerpos se
determinaron mediante anélisis Biacore. MF5361 es un Fab no bloqueante, por lo tanto el AUC no fue
aplicable (NA)

ID AUC Afinidad nM
MF5594 4.8 0.6
MF5553 4.5 ND
MF5424 3.6 4.6
MF5561 3.6 4.1
MF5426 3.4 25
MF5439 3.2 5.5
MF5442 3.1 6.0
MF5361 NA 19.4
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Tabla 4.

Actividad funcional (ICsq liberacion de IL-2 en el ensayo SEB) del panel lider CD137xPD-L1
(indicado utilizando el prefijo PB; cada PB comprende un brazo Fab de CD137 y otro de PD-LA1,
como se indica en la tabla) en comparacién con ipilumumab. En base a los perfiles de unién
utilizando construcciones quiméricas, CD137 se podria distribuir en diferentes intervalos de

dominio.
ID Brazo Fab de Brazo Fab de Dominio AUC IC50 (ng/ml)
CD137 PD-L1 CD137
PB14593 6797 5594 1/2 4.8 14.75
PB14591 6785 5594 2 4.8 15.44
PB14584 6754 5594 2 4.8 15.76
PB15184 6754 5424 2 3.6 22.82
PB15142 6754 5426 2 3.4 34.06
PB17101 6754 5553 2 45 56.24
PB17089 6754 5442 2 3.1 74.35
PB17095 6797 5442 1/2 3.1 89.42
PB17103 6785 5553 2 45 92.27
PB14814 6754 5561 2 3.6 167.4
PB15149 6785 5426 2 3.4 188.1
PB14815 6763 5561 2 3.6 195.6
PB14585 6763 5594 2 4.8 198
PB14821 6785 5561 2 3.6 202.2
PB15151 6797 5426 1/2 3.4 219.3
PB15191 6785 5424 2 3.6 284.2
PB15143 6763 5426 2 3.4 331.1
PB15185 6763 5424 2 3.6 363
PB14823 6797 5561 1/2 3.6 367.9
PB17091 6785 5442 2 3.1 428.2
PB17088 6763 5442 2 3.1 545.9
PB17115 6785 5439 2 32 664.3
PB17107 6797 5553 1/2 45 852.6
PB17119 6797 5439 1/2 32 1030
PB17112 6763 5439 2 32 1043
PB17100 6763 5553 2 45 1382
PB15193 6797 5424 1/2 3.6 1556
PB17113 6754 5439 2 32 8145
Ipilumumab 9388
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Tabla 5 Capacidad de bloqueo del ligando y especificidad de dominio de los clones OX40. La capacidad de
bloqueo se determind en dos experimentos separados. NA = no analizado; ND = no determinado (no se pudo
determinar la especificidad de dominio debido a la unién tanto a OX40 de rata como a OX40 humano.

MF nr. CDR3 Linea Exp.1 Exp.2 OX40L Espec. de
germinal de de de dominio.
VH bloqueo | bloqueo | bloqueo
(%) (%)
MF6629 GWDF VH5-51 -1 NA no NA
MF6630 GGTMVRGVIDDWFDP VH1-46 4 NA no 1/2
MF6637 VGGLRQAWYFDL VH1-69 9 NA no NA
MF6643 GGWELLFNYFQQ VH7-4-1 11 NA no 3
MF6645 SPPYYMDV VH4-59 20 NA no 3
MF6646 GFDWYFTL VH3-15 47 62 si 3
MF6648 GWGYSGYGPEGFDI VH3-15 22 NA no 2
MF6655 IGGTGTTDWYFDL VH1-69 NA 10 no 1/2
MF6658 VGGYTSSSWFFDL VH1-69 9 NA no 1/2
MF6660 VDGGNSDWYFDL VH1-69 14 NA no NA
MFB675 VDGRSSGGNWHFDL VH1-69 5 NA no 1/2
MF6686 DPYYFDSNGYPPFDD VH1-69 NA 97 si NA
MF6690 GWDFFDS VH7-4-1 7 NA no NA
MF6692 VGGLGTTPHWYFDL VH1-69 NA 16 no 1/2
MF6700 PSYNWNRLYYYYMDV VH1-69 7 NA no 3
MF6706 SQPNLDFWSGYHFDY VH2-5 99 97 si NA
MF6714 DPFFYDRSGYPPFDY VH1-69 36 57 si 2
MF6721 GWGSG VH3-15 NA 9 no 4
MF6722 VGGYGNNYNFDY VH1-69 24 NA no NA
MF6724 DPSGSYFYHYYMDV VH3-15 75 92 si 2
MF6728 RRPNYDSWSGYYEDY VH2-5 97 101 si 3
MF6729 GGWGLLREYFLQ VH7-4-1 66 74 si NA
MF6826 HTGHYSGFDY VH3-30 1 NA no NA
MF6940 VDGTGISNWYFDL VH1-69 78 93 si 2
MF6942 GYSSIWHGENFQY VH7-4-1 28 48 si 3/4
MF6943 DMDNWNYEGYYVMDV VH7-4-1 90 87 si 2
MF6944 VEGWGSQWYFDL VH1-69 18 NA no 1/2
MF6947 VEGTDSNWGWDF VH1-69 22 41 no/si 1/2
MF6949 | DDGTGTGDYVWGRYRYTLDF | VH7-4-1 NA 90 si 3
MF7331 DGYKLYAADGFDY VH1-18 NA 18 no 1
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MF7332 DMDSYPFYRGFDY VH1-18 NA 3 no ND
MF7334 DDNTMWYSRPYAFDY VH3-30 4 NA no 1/2
MF7341 DSPYWSLPGGFDY VH1-18 15 NA no 1/2
MF7345 DQRWWYMDPGAGFDY VH3-30 5 NA no 1/2
MF7350 DYSYSGTGSSSAFDY VH1-18 -8 NA no 2/3
MF7351 DYLHGSYYRGSAFDY VH3-30 NA 11 no 2/3
MF7352 DSWHGQYYYGKGFDY VH3-30 NA 34 si 2/3
MF7353 DGLGWDPGYGFDY VH3-30 19 NA no 2
MF7356 DNYQGMYYFGTGFDY VH3-30 3 NA no 2/3
MF7358 DNHYYSPPTYWGFDY VH3-30 2 NA no 1/2
MF7365 GGQSQYHSYPFGFDY VH3-23 NA 46 si 2
MF7366 DWWQGHWYRSGGFDY VH3-30 NA 35 si 2/3
MF7371 GQMDYYDDWYSAFDY VH3-30 NA 1 no 1
MF7372 DYYQGSHYFGPAFDY VH3-30 NA -4 no 2/3
MF7374 GDDNRMYSNPKGFDY VH3-30 21 NA no 2
MF7378 DNTQGNYYRSRGFDY VH3-30 2 NA no 2/3
MF7382 DGLQGSNYHLGGFDY VH3-30 NA 5 no 2/3
MF7383 GYDMYGGWGAWGFDY VH3-23 -6 NA no 2
MF7394 DYPAWAYSAFDY VH1-18 NA 67 si 2
MF7395 DYWYYLSDAFDY VH3-30 NA 8 no 2
MF7397 DHWGSFYGDFDY VH3-23 NA 0 no 2
Tabla 6
MF ID Ab 100 nM KD (nM)
kon KD

MF6797 2.49E+05 7.76E-04 3.11E-09 3.0+/-0.3nM

MF6754 1.45E+06 0.001856 1.28E-09 2.1+/-1.1nM

MF6763 3.54E+05 0.001033 2.92E-09 55+/-2.3nM

MF6749 8.26E+05 0.002419 2.93E-09 2.7 +/-1.1nM

MF6737 1.56E+06 0.008839 5.68E-09 3.7+/-1.8nM

MF6805 3.41E+05 6.29E-04 1.84E-09 2.2 +/-0.5nM

MF6785 3.48E+06 0.01575 4.52E-09 4.0 +/- 0.9 nM

MF6808 2.51E+05 3.98E-04 1.59E-09 1.4 +/-0.5 nM

MF6744 ND

MF6788 ND
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MF6825

ND
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo biespecifico que comprende un dominio variable que comprende un sitio de unién a antigeno
que puede unir una parte extracelular de CD137 en una primera célula y un segundo dominio variable que
comprende un sitio de unién a antigeno que puede unir una parte extracelular de PD-L1 en una segunda célula,
estimulando de esta manera la actividad de CD137, en el que el dominio variable que une la parte extracelular
de CD137 comprende una regién variable de cadena ligera comin que tiene la secuencia
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSG
VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPPTFGQGTKVEIK y una regidn variable de cadena
pesada que tiene la secuencia

QVQLVOQSGAEVKKPGASVRVSCKVSGY TLSELSIHWVRQAPGKGVEWMGGEYPED
VEPIYARKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELNSLRSEDTAVYYCAAEGFDNYGSGIRGN
WEFDPWGQGTLVTVSS ,
EVQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKVSGYTLTELSMHWVRQSPGKGLEWMGSEFYPE
DGETIYAQKFQGRITMTEDTSADTAYMELSSLRSEDTAVYYCATEGVGVIRGNWED
PWGQGTLVTVSS,
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCRKVSGYTLTKLSMHWVRQAPGKGLEWMGGFEPE
DGETINAQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDLRLGASYYYSY
MDVWGRGTMVTVSS,

(0]
QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTIFSGESLSTTGVGVNWIRQPPGEALEWLALIYWND
DTYYSPSLESRUTITKOTSKNQVVLETMTINMDPVDTATYYCAHEGIGFLGGNWEDP
WGQGTLVTVSS.

2. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el dominio variable que une la parte
extracelular de PD-L1 comprende una regién variable de cadena ligera comuln que tiene la secuencia

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSG
VPSRESGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYY CQQSYSTPPTFGQGTKVEIK

y comprende una regién variable de cadena pesada con

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias NYAIN, WINPNTGNPTYAQGFTG, vy
DRKYVTNWVFAEDFQH respectivamente;

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYTIl, GIIPIFDTPNFAQKFQG, EGCNHGVCYPY
respectivamente;

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias SYGIT, GIIPIFGTTNYAQKFQG, RRGYSNPHWLDP
respectivamente;

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYAIN, RIIPIFDTANYAQKFQG, DETGYSSSNFQH
respectivamente;

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYAIN, GIIPIFDTANYAQRFQG, DQTGYSSTLFDY
respectivamente; o

una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYAIS, WIIPIFDTGNYAQKIQG, HDYTNTVDAFDI
respectivamente; de acuerdo con la numeracién Kabat.

3. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el dominio variable que une la parte
extracelular de CD137 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia
QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGVGVNWIRQPPGEALEWLALIYWND

DTYYSPSLKSRLTITKDTSKNQWLTMTNMDPVDTATYYCAHEGIIGFLGGNWFDP WGQGTLVTVSS; y en el
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que el dominio variable que une la parte extracelular de PD-L1 comprende una regidén variable de cadena
pesada con una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias NYAIN, WINPNTGNPTYAQGFTG, y
DRKYVTNWVFAEDFQH respectivamente; de acuerdo con la numeracion Kabat.

4. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el dominio variable que une la parte
extracelular de CD137 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQSPGKGLEWMGSFYPE
DGETIYAQKFQGRITMTEDTSADTAYMELSSLRSEDTAVYYCATEGVGVIRGNWFD PWGQGTLVTVSS; y en el
que el dominio variable que une la parte extracelular de PD-L1 comprende una regidén variable de cadena
pesada con una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias NYAIN, WINPNTGNPTYAQGFTG, y
DRKYVTNWVFAEDFQH respectivamente; de acuerdo con la numeracion Kabat.

5. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 3 o 4, en el que el dominio variable que une la
parte extracelular de PD-L1 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia

QVQLVQSGSELKKPGASVRVSCKASGY THINYAINWVRQAPGQGLEWMGWINPN
TGNPTYAQGHTGREVESLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARDRKY VINWVEFAE
DFQHWGRGTLVT,

6. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el dominio variable que une la parte
extracelular de CD137 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia
QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGVGVNWIRQPPGEALEWLALIYWND
DTYYSPSLKSRLTITKDTSKNQWLTMTNMDPVDTATYYCAHEGIIGFLGGNWFDP WGQGTLVTVSS; y en el
que el dominio variable que une la parte extracelular de PD-L1 comprende una regidén variable de cadena
pesada con una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYTIl, GIIPIFDTPNFAQKFQG, y
EGCNHGVCYPY respectivamente; de acuerdo con la numeracién Kabat.

7. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el dominio variable que une la parte
extracelular de CD137 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQSPGKGLEWMGSFYPE
DGETIYAQKFQGRITMTEDTSADTAYMELSSLRSEDTAVYYCATEGVGVIRGNWFD PWGQGTLVTVSS; y en el
que el dominio variable que une la parte extracelular de PD-L1 comprende una regidén variable de cadena
pesada con una CDR1, CDR2, y CDR3 que tiene las secuencias TYTIl, GIIPIFDTPNFAQKFQG, y
EGCNHGVCYPY respectivamente; de acuerdo con la numeracién Kabat.

8. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en el que el dominio variable que une la
parte extracelular de PD-L1 comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia

EVQLVQSGAEVMRPGSSVKVSCKASGGIFNTYTITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFDT
PNFAQRFQGRETITADKSTNTAYMELTSLRSEDTAVYYCAREGCNHGVCYPYWGQ
STLVTVSS.

9. Un método para estimular la actividad de CD 137 en una célula que comprende proporcionar una primera
célula y una segunda célula, en el que dicha primera célula tiene CD137 en la membrana celular y dicha
segunda célula tiene PD-L1 en la membrana celular, el método comprende poner en contacto dichas células
con el anticuerpo biespecifico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el método no comprende
el tratamiento en un cuerpo humano o animal.

10. El anticuerpo biespecifico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para uso en un método de terapia.

11. El anticuerpo biespecifico para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho método es para
tratar el cancer.

12. El anticuerpo biespecifico para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho método es para
estimular una respuesta inmunitaria en un individuo contra una célula aberrante en dicho individuo.

13. El anticuerpo, método o anticuerpo biespecifico para uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que dicho anticuerpo biespecifico es una IgG.
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Figara 1A
DIGMTRSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYINWYQQEPGRKAPKLLIVAASSLRSGYP
SRESGSGSGTDPTLTISSLQPEDFATYYCQRSYSTPPTFGRG IR VEIK
RTVAAPRSVETIFPPRDEQLESGTASVVCLLNNEFYPREARVOQWRVDNALGSGNSQESYT
REDSKDSTYSESSTLTLESKADY EKHRYY ACEVTHRQGELSSPYTKS FNRGEC
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Figura 1D
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Figura 2

Figura 24

VH: dependiente del MY (diana): Figura 3
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Figura 20
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Figura 2F
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Figura 3

Fignra 3A

MF§7a7
EVQILVQSGARVRRPGESLRKISCKVSCYSFINYWIGWVROMPOROLEWMGUYPGDSD
TRYSPSFQUGOVTISADKSISTAY LQWHTLEKASDTAMYY CARHQGYSESGSIHDDYWG
RGTLYTVSS

MPGT44

EVQLYQSGARVKKPGESLKISCROSOYSFTRYWICGWVRQM POGKOLEWMGHEPDDSD
TRYSPSFQGRVTISADKSISTAYLQWSSLEPSOTAMYYCVRLGOYSGYARDEVDIWGH
GTLVTVES

MI6719

TRYSPSFQUQVTISADKSISTVYLQWSSLEKASDTAMYYCARHAGFHTSONIDDYWGQ
GTLVTVSS

MPGT54
QVRILVQSGAEVEKKPGASVRVECRVEGYTLSELSIHWVHQAPGRGVEWMGGIYPEDY
EPIYARKFQOGRVIMTEDTSTDTAYMELNSLRSEDTAVYYCAARGEDNYGSGIRGNWE
DEWGQGTLVTVES

MPa763

EVQLVEGSGAREVRKPGASVRVSCRVEQY TLTELSMUEWVROQS PGRGLEWMGREY PREDG
ETIYAQRFQUGRITMTEDTSADTAYMELSSLESEDTAVYYCATECGVOVIRGNWEDPWG
QRUTLYTVSS

MEGTHS

RVQLVQSGSELKEKPGASVRVSCRASGY TFTNFAMNWVRRAPGQGLEWMGWINTNT
GNPTY AQGETGREFVESLDTSVNTAY LSS LKABDTAVYYCARDWOGVIGGHYMDYWG
RGTTVIVSS
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MIEG785

EVRLVQRGARVEEPGASVEVSCKVEGY TLTRLSMHWVRQAPGRGLEWMGGEELED
GETINAGREQGRVIMTEDTSTOTAYMELSSIRSEDTAVYYCATRDLRLGASYYYSYMD
YWERGTMVTVSS

MIF6788

EVRLVESGSELEKRPCASVRVSCKASGY THFINEAMNWVRGA POQGLEWMGWINTNT
GNPTY AQDETGREVESLDTEONTAYLQISSLKARDTAVYVCARRWGLVAIGY DY WG
QUGTLVYTVSS

MEGTOS
EVRLVAISGAEVRKPGESLKISCKGSGYSFISYWIGWVROMPGKGLEWMGHYPDDSD
TRYSESFQGAVTISADKSSSTAYLLWSSLEASDTAMYYCASEYTGIVOATGARDYWGQ
GTIVTVES

MEGTIT

QITLKESGPTLVEPTQTLTLTCTEFSGEFSLS TGV GYNWIRQPPOEALEWLALIYWNDD
IYYSPSLRSRUTTTRDTSENQVVLTMTNMDPVRTATYYCAH EGUGTLGUNWEDEWG
QUTLYTVSS

ME6T748

GVRIVQSGSELKKPGASVEVSCRASGY THTNEAMTWVRQAPGRGPEYMGWINTNTG
NPTYAQGETGRFYFSLDTSVNTAY LQISSLEARDTAVY YUARDWASYMYRGDLDYWG
QGTLVTVES

MEFLSOH

GNPTY AQGEFTGREVESLDTSVETAYLQISSLQATDTAVYYCVRTEYSY QY VEVY WO
TLVTVES

MTE808
QVQLVOQSGAEVKEKPGSSVRVSCKASGGTFSSDAISWVRQAPGQGLEWMGGMIPILGT
ANYAQRFQGRVITTADRSTS TAYMELSSLRSEDTAVYYCOVROATY Y YOSGTYYSINWE
DPWGRQGTLVTYESS
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MEE825
QITLKESGPTLVEPTQTLTLSCTISGFSLSTSGMSVOWIRQPPGEALEWLALIYWNDD
RYFSPSLESRETITRDTSRENQGVVLTLTNMOPVDTATY Y CAHTLWGSBDVEDVWOQGT
MVTVES

MEGR32
EVQLVESGGOLVEPCGSLRLECAASGFTFSSY AMSWVROA PORGLEWVSAISGRGAS
TYY ADSVKGRFTISRONSKNTLY LQMNSLRABRDTAVYY CARGWNAFPWEDY WORGTT.
VTVSS

MEes4T

GVQRLVESGAEVEKPGASVEVSCRKASGYTEFTRY GISWVRQAPGRGLEWMOWISAY NG
NINYARRLOUGRVTIMTTITSTSTAYMEBELRSLRSDDTAVYYCARDSGYUSAYLAFINYW
GRGTLVTVSS

MEG848

QVQLVQSGARVERPGASVEVSUCRASGYTETSY GISWVRQATGQGLEWMGWISAYNG
NEINYAQELGGRVIMTTITSTRTAYMELRSLRSDDTAVYY CARDWSGWGEPYAFDYW
GRGTLVTVSS

MIGRSG
TYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVY YOARDWSGSWD Y GESAFDY
WEQETPLVTVSS

MEa860
EVQLVQSGAEVEEPGESLKISCRGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGHYPGDSD
TRYSPSFQUAVTIRADRSISTAY LAQWSSLRKASUTAVY VCAKQLEIWCRTRYYSGEDYW
GRGTLYTYSS

MIGRET

QVOQLVQRSGAEVEKKPGASVEKVSCKASGYTFTEY GISWVRQAPGOQGLEWMGWISAYNG
NINYAQERLGGRVTMTTOTS TS TAYMELESIRSDDTAVYYCARDSDUGY G PRAFDYWG
QGTLVIVES
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MEGHE2
NEYYADSVKGRFTISRINSKNTLY LQMNSLRAEDTAVY YCARGREWRNY FQWWGE
DYWGQGTLVIVES

MPGET0
EVQLLESGGOLYQPGGRLRLSCAASGFTFSSYAMBWVRQAPCGKGLEWVSAISGRGGS
TYYADSVEGHETISRDNSENTLY LOQMNSLEAEDTAVY Y CARGSCGHRBEYQYRSCGIDYW
GRGTLVTVES

MEGSTS

QVQLVOSGAEVEK PGASVEVSCKASGY TITSY GISWVRQAPGOGLEWMGWISAYNG
NTNYAQKLOQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAKDRWSWY QGRGFGED
YWOOQOTLVTVES

MEGRTS
EVQLLESGGOLYQPCGSLRLSCAASGFTISSYAMSWVRQAPGRGLEWVSAISGSGGS
IXYYADRSVYRGRETISRDNSENTLY LGMNSLRAEDTAVYYCAKGRWWETY RGEDYWGH
GTLVIVSS

Figura 3B

MEF35%
EVQLVQSGAEVEKPGSSVEVSCRASGUTENTYSITW VRQAPGGGLEWMGSIVPIEGTL
GROTMVTVES

MEMIGT

QVEILVQSGSELRRKPGASVRVECKASGY TFTSYSINWVRQAPGQRGLEWMGWINTNTG
NEITYAQGETGREVESLDSSVITAY LQISSLKAEDTAVYYCTRDHDERRGRSLODYWGK
GTTVTYSS
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MESJ377
EVQLVQSGAEVKKPUSSVRVSCKASGGIFSTYAIRSWVRQAPGROGLEWMGLIPIEDTE
NYAQEEFQGRVTITADBKSTS TAYMDLSSLRSEDTAVYYCARKNYRGYSAY DLDYWGQGT
LVTYSS

MEGI82

EVOQLVQSGAEVENPGSSVEVSCRATGOTFNTY GINWVRQAPGOGLEWMGGHPIFGT
ANYAQRFQURVTITADKSTITAY MEVSSLRSEDTAVYYCARGUADMGTLDYWGQGT
LVEVES

MES424
EVQLVGSGAEVMREPGSSVRVSCRASGGIENTY THWVYRQAPGRGLEWMGGHPIEDTP
NFAQKFQGRLTITADRSTNTAYMELTSLRSEDTAVYYCAREGENHGVOYPYWGRGT
LVTVRS

MIR426

QRVQLVGSGAEVEEPGSSVRKVSCRASGDTFREY GITWVRQAPGQGLEWMGGHRIFGT
TANYAQEFQGRVTITARBKSTSTVYMELSSLESEDTAVYYCARRRUGYSNPHW LDPWGQ
GTLVTVSS

MEF4R0
QVRLVESHARVKRPOSS VK VECKASGOTFSTY CHLWYRQAPGQOLEWMGGUPLRGT
AQEFQGRVIITADISTS TAYMELSSLRSEDTAVY YCARGGGNY Y EEVYWGQGTY

EVRLVQSGAEVEREPGSEVRVECKASGETENTY AINWVRQAPCGQGLEWVGRIIPIFDTA
NYAQREQGRVTISADRSTTTAYMELSS LESEDTAVIY CAKDIETPOYSSSNFQHWGQGT
LVYTVES

QVRLVGSCSELRKPOASVRYSCKASGY TFTNYAINWVRQAPGRGLEWMOWINDNTG
NPIY AGGETGREVESLDTSVSTAY LQISSLKAED TAVY Y CARDRKY VINWVEFARDEQ
HWOGQGTLVIVSS
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MEFS&&RT

RVRLVQSGABVERPGSSVEVRCKASGGTENTY SITWVRQAPGRGLEWMGLEURYECT
SEYAQEFQDRVTITADKSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRESESSSSGWEDPWGR
CGTLVTVES

MEDBSG
QVQLVQSGAEVREPGSSVEVSCKASGGTENTYAINWVRQAPGQGLEWMGGHPIFDTY
ANYAQREQURVTITADRKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY FCAR DUTGY SSTLEDY WG
TLVTVES

MEBSTS

GNPTY ARGETCREVESLDTSVSTAY LQISSLKAEDTAVYYCAIDRGYMSNWVEALYEP
HWEQOTLVTVSES

MFAGO4
EVQLVQSGAEVEEPGSSVRVSCKASGGETESIYAISWVRQAPGQGLEWMGWLIPIERT
ONYAQIIQGRVTTTADKS TS TAYMELTSLESEOTAVYY CARHDYTNTVDAFDIW QUG
TMVTVSS

MESTO8

QVRLVQSCGAEVKKPGSSVEVSCRASGDTEFREY GETWVYRQAPGQGLEWMGGHIPYFGT
INYAQREQURVTITADKSTSTVEMELNSLESEDTAVYYCARERGY SNPHW LD PW GG
GTLVTVSS

Figura 3C
MEB6E9

QVQLVQSGAEVERPGESLRISCKGSGYSFSNYWIGW VROMPGRGLEWMGLD
TRYSPSFQOGQFTISADRKSISTAY LQWSSLRASITAMYYCATGWDEWGQGTLVTVES

MEGE30

EVQLVQSGAEYVEKPGASVEVSCRASGYTHFTSY Y MHWVRQAPGQGLEWMCUHNPSGG
STNYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGUTMYRGVIDDWEDP
WEQGTLVTYSS
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MI6637
QVRLVQSCGAEVRRPOGSSVRVECRASGOQTES DY PISWVRQAPGQGIFEWMGQUIPIEDXTS
NIEQERFQGRVTLTADKSTSTVYMELSGLRSEDTAIYY CARVGULRQAWY FDLWGRGT
LATTVERS

MEGE43

QVOLVOQSGSELKKPGASVRVSCRASGYTHTSY] NWVRQAPCQGLEWLGWINTNTG
TRPTYAHDETGREVESLDTSVRTAYLOISSLESEDTAVYYCARGGWELLENYFQQWGQ
GTLAVTVSS

MEGE4S
QVRQLIESGPGLVEPSETLSLTCSVSGOGRISNEYWSWIRQSPOGRGLEWIGY Y YSGNTN
YNPSLESRVTISVUTSKNQESLEKVNSVIAADTAVY Y CASSPEYYMDVYWORKGTTVTVSS

MEOH646
FEVQLVESGGOGLVKPGGSLELSCAASGEFTESNAYMTWVRQAPCGGGLEWVGRIBSKTD
GQETTDYAAPVRGRETISRBDSKNTLY LQMNSLKTEDTATRY COTTGEDWY FTLWGREGT
LVYTVES

ME6H18
EVQIVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGEFTFSNAWMSWVRQVPGRGLEWVGRIESKTD
GGITDYAVAVEGRFTISRDDSENTLY LOMNSLETEDTAVEY CTTOWOY SGY GPEGED
IWGROGTTVTVES

MEGES5
ANSAQNFQUGRLTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVY Y CARIGGTGTTOWY FRLWGR
OTLVIVES

MFGEHS
QVQLVOQSGAEVEKKPORSSVRKVSCKASGOTERNYAISWVRQAPGQGLEWLOGHPIFGTS
NSAGNFLGRVTITADRSTSTVYMELSSLRSEDTAIYY CARYGGYTSSSWEEDLWGRGT
LVTVES
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MEFBE6O
EVQINVGSGARVERPGSSVEVSCRASGOTITFSRY AISWVRQAPGQGLEWMGGUPITDTA
NYVPREPQGRVTITADKSTS TAYMELSSLRSEDTAVYYCARYDGONSDWYFDIWORGT
LVTVSS

MEGGTS
QVOLVRSCAEVKKPGSSVR VIO K ASGOTFSSY PISWVROAPOEGLEWMOQIPIFETA
NFAQKFQGRVITTADKSTNTVYMELSRLRSEDTAVY Y OVRYDORSSGENWHIDLWG

RGTLVTVES

MEG68G

EVQIVGSGAERVEKPGSSVEVSCRASGGTESY Y ITTWVRQAPGRGFEWMGGHPIEGTP
SYAQREQGRVITTADRY TNTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDEYY FDSNGY RREDRRDWG
QUTLNTVES

MEBG0
QVQLVQSGSELREKPGASVEVSCRASGY TFTRYAMNWVYRQAPGRGLEWMGWINTITG
NPTYAQGETGREFVERSLDTEVSTAY LQISSLEARDTAVYFCARGW DEFDSWGRGTINT

V88

MEG6a2

QVQLVESGALVKEPGSSVEVSCRASG TRSENAVSWVRQAPGQGKEWMGGHPIEGT
ANYAQREQURVTITADKETS TYNMELRSLESEDTAVYYCARYGGLOGTTRPIWY DLW
GROGTLVTVES

MEFGET00
QYQLVQSGARVEKPGSSVRVSCRITSGDTFSINAISWVRQAPGQGLEWMGEIVPLLDT
UNYAQNFLGRVEITADRATRTAYMELTNIRSEDTAVYYCATESY NWNRLYYYYMBDYW

GRGTTVTVES

MIG706

QITLRESGPTLVRPTQTLTLTOTESGYSLSTSAVGY DWIRQPPGKALEWLALIYWSDD
RRYSPSLESRUTITRDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARSQ PNLDEWSGYHEDY
WGRGTIVTVES
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MEGT 14
ASYAQREQURVITTADRSTNTAY MELSSLRSEDTAVY YCARDPEEY DRSGY PRELIY W
GROTLVTVSS

MEBTEL
EVQLVESGGGIVEPGGSLRLSCAASGFPEFSNAWMEWVRQAPGRGLEWVGRIRSKID
COTTDY AARVRURFTISRDDSKNTLYLOMNS LRTEDTAVY YOTKGWGSOWGQGTLY
TVSS

MIr6722
NEDQEFQDRVTITADRSTNTVYMELSSLRSDDTAVY YCARYGOYGNNYNEDYWGQG
TLVTVSS

MEST24

EVQLVESCGGGLYRPGGSLRESCAASGETES ROWMSWVIQAPGRGLEWVGRIKGRTD
GEUTRYASPVEGRFTISRDDSENTLYLHLNSLEKTEDTAVYYOTTREPSGSY Y HYYMD
YWGKGTLVTVSS

KRYSPSLESHRUTTTRDTSENQVVERMTNMDPVDTATYYCAHRRPNYDSWSGYYEDY
WHEQGTLVIVSS

MEGTIO

QVRELVQSGSELKKPGASVRVSCRASGY PFTSHVMNWVREQAPGIGLEWMGWIHYINT
ONPIYAQDEFTGREFVESLDSSVSTAY LQISSLKTEDTAVYYUARGCOW GLLREYFLQWG
QUGTLVTVER

ME6826
EVQLVESGGUVVQPGRSLRLSCAASGRIFSSYOMHWVRQAPGRGLEWVAVISFDGTN
EYYVRSVEGRFTISRDNSKNTLY LQMSS LKAEDTAVYY CATHTGLIY SGEIY WGQGTL
VEVES
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MEGHAO

NIEQRIQOGEBVTLTADRKSTRTVYMELSGIRSEDTAINYCARYDGTGISNWY FDLWGRO
TLVTVSS

M2

EVRILVRSCGAEVRRPOGRSVRVRCKASGGTFSEY AMNWVYRQAPGQGLEWMOWINTNT
CNPTYAQGEFTGREVESLDTSVETAY LQISGLKAEDTAVY FOTROYSSIWHGENTOQYW
GRGTLVTVES

MER943
QVQLVQSGSELEKPGASVEVSCRASGYTHTC
NETY AQDIPGREVESVIRTEVETAY LQISSLRABDTAVYYOARDMDNWNY EGYYVMD
YWOERKGTTVEVSS

ME6944
EVQILVRSGARVKRPGSSVREVSCRASGUTFSNY AISWVRQAPGQRLEWMGGUPIFDTA
NSAQTEQDRVTITADTS THTVYMELSSLEKSEDTAVY Y CARVEOGWOGSQWY FDEWCGRGT
LATVES

MEGH4T
QYQLVQSCGARVKKPGSSVRVSCKASGGTENNY PISWVRQAPGQGLEWMGTHPIFDTS

SSAQUEQGRVTITADESTNTVSMELSS LESEDTAIVYCARVEGTRDSNWOWDTWGQGT
LVTVES

ME6948

QVQLVQSGSELKKPGASVEVEUKASGY TFTEYAVNWVRQAPGQGLEWMGWINTD TG
NPTYAQGEFTCREVESLDTEVNTAYLQINSLKPEDTAVYYCARDDGTCTGIVVWERYR
YILDEWGRQGTLVTVES

MFT7331
QVQLVQSGAEVERPGASVRVSCKASGY TITEY CHSWVRQAPGQOGLEWMGWIBAYNG

NTNY AQKLOGRVTMTTDTSTS TAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGY KLY AADGEIY W
GQGTLATYSS
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METARE

QVQLVQSCARVERKPGASVRVEUKASGYTRTEY GISWVRQAPGQULEWMGWISAYNG
NTNYARRKILAGRVIMTTDTRTSTAYMELRSLESDDTAVYYCARDMDSYPEYRGEFDYW
QQGTLVTVSS

MET7334

GVQLVESGGUVVRPORSLELSCAASGRTFSSY CMEW VRQAPGRGLEWVAVISYDGS
NEYYADSVRGRFTISRDNSKNTLY LQMNSLRABRDTAVY YCAKDDNTMWYSRPYAFD
YWEQGTLYTYSS

QVQLVQSGAEVEKPCASYRVSCKASGY TFTSY GISWVRQAPGRGLEWMOGWIBVY NG
NTNYAQKLOGRVIM TS TS TAYMELRSLRE DD PAVY VCARDSPY WRLPGGEDY W
GROTLVIVSS

METIS
FVRELVESGHOVVQPGRSLRLSCAASGITFSSYGMEWVREGAPGRGLEWVAVISYDGS
NEYYADSVEGRFTISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDQRWWYMDPGAGHE
DPYWGQRGTLAVTVES

MET3H0

BVQLVQSGALVERKPUASVEVSCASGYTHFTSY GISWVEQAPGQRGLEWMGWISAYNG
NINYAGKLOQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDYSYRGTLSASAERY.
WGQGTLVTVESR

MET351
QVQLVESGGGYVRPGRESLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGRKGLEWVAVISY BGS
NEYYADSVEGREFTISRDNSENTLY LGMNSLREAEDTAVYYCARDY LIGSYYRGSATDY

WOEROGTLYTVSS

METISE

RVQLVESGEGVYVQPGESLRLSCAASGITYSIY GMUWVREQAPGKGLEWVAVISYDGS
NEYYADSVEGREFTISRDNSENTLYLGMNSLRARDTAVYYCAKDSWHOGOQYYYCGKGED
YWOERGTLVTVRS
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METISS
QVQLVESGOGGVYVQRPGRSLRLSCAASGHTFSSYGMHWVEQAPGRGLEWVAYISYDRGS
NEYYADSYVEGRFTISRDNSENTLVLQMNSLRAEDTAVYYCARDGLOWDRPOYGEDYW
GQGTLVTEVSS

MIT7456
QVRILVESGOGGVVRPORSLRLSCAASGITFSEYGMBWVRRAPORKOLEWVAVISYDGS
NEKYYADSYREGRFTISRDNSENTIVTOGMNSLRAERDTAVYYCARDNYQGMYYFGTGEDR
YWGRGTLVTVSS

MPT358
QYQUVESGGGVVRPGRSLRISCAASGETESSY GMUHWVRQAPGRGLAWVAVISYDGS
NEYYADSVEGRFTISRDNSENTLY LGMNSLRAEDTAVYYCARDBNHYYSPPTYWGED

METIE5
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSEYAMBWVRGAPGKGLEWVEAISGSGGS
TYYADSVEKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CARGLQSQYHSYPFCEDYW
GRGTLVTVES

METI6G
QVRLVESGGOVVQRPGESLRLSCAASGPTESSYGMEBWVRRAPGRKGLEWVAVISYDGS
NEKYYADRSYRGRFTISRDNSENTIV LGMNSLRAEDTAVYYCARDWWOQOHWYRSCGGE
PDYWGRGTLVIVSS

MET371

QVQLVESGGGVVQRPGRSLELSCAASGEFTFSSYGMEHWVRQAPGRGLEW VAVISY DGS
NEYYADSVEGRFTISRODNSRNTLY LGMNSLRAEDTAVYYCARGOGMBYYDDWYSAEKD

YWGQGTLYTVRS

ME7372
RVQLYVESGGGYVRPGRSLRLSCAASGETFSSYUMHWVRQAPGRGLEWYAVISYDGS
NEYYADSVEGRETISRONSENTLY LQMNSLRAEDTAVY YCARIDY YOOGS HY FGPAKDY
WGQGTLVTEVEES
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MEF7374
QVQLVESGGHVVQPGRSLRLSCAASGFTFISY GMHW VRQAPGKGLEWVAVISYDGS
NKYYADSVEGRITISRDNSKNTLY LQMNSLRARDTAVY YCARGDDNRMYSNPRGED
YWEGOTLYTVSS

METITS

GVQLVESGGGVVRPGRSLRISCAASGFTFSSY GMEWVRQAPGRGLEWVAYISY DGE
NEYYADSVRGRPTISRDNSENTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDNTQONYYRSRGED
YWGQGTLVTVSS

METS82
GVQLVESGUGVVRPGRSLRISCAASGHFTTFREY GMEHWVROAPGRGLEWVAVISY DG

NEYYADSVEGRPTISRDNSENTLY LQMNSLRAEDTAVYYCARDGLOQGSNYHLGGED
YWOGQOTIVTYSS

MET7383
EVQLLESGGOLY QPG GSLRLSCAASGRFTFSEY AMSWY I\’Q»’XPG ROGLEWVSAISGSGGS
TYYS

WOQGTLVTVSS

MF7394
QVQLVQSGAEVKK PGASVRVSCKASGYTHFTSY GISWVRQAPGQGLEWMGWISAYNG
NENYAGKLGGRVTMTTOTS TS TAYMELRSLRSDDTAVY Y CARDY PAWAYSATDYWC
QOTLVIVES

ME7395

RYQLVESGGOGVVQPGRSLELSCAASGTTEFSEY GMUWVREAPGRGLEWYAVISYDGS
NEYYADSVEGRETISRONSKNTLY LMNSLRAEDTAVY Y CAK DY WYYLSRAFDY WG
QGTLVIVES

ME7397
EVQLLESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTTSSYAMBWVREQAPCKGLEWVSAISGRGHGS

TYYADRSVEGRPTISRDNSKNTLY LOMNSLRABDTAVYY CABREWGSEYGREDYWGR
CTLVTVSS
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Figura 3D

MIEFSAH4

QVQLVOQSGSELEEPGASVEVSCRASGY TFTEHAMNW VRQAPGQGLEWMGW IN PNT
GNITYAQUETGRFVESLOTEVSTAY LQISSLEARDTAVY YCARDEEY VINWYEARDE
GHWORGTLIVIVES

MEBHTE

QVQLVQESGSELKEKPGASVEVSCRASGY TFTSHAMNW VRQAPGQGLEWMGWIN PNT
GNPTY AQGETORFVESLDTEVSTAYLQISSLKARDTAVYYCALDRGYMSNWYRARYEP
HWGQUTLVIVES

ME3378

HVQLVOSGEELKEPGASVEVECRASGY TFTRY AMNWVYRQAPGQGLEWMGWINTNT
GNPTYAQUGITTGREVESLDTRVSTAYLQISSLKARDTAVY YCATDROYISSWVFALDFG
BWGQGTLVTVES

METT0E

QVQLVQSCEELKEPGASVEVSCRASGY TFTNY AINWVROQAPGQGLEWMGWINDPNTG

HWGRGTLVT

MEGITSH

QVRLVQSGSELKEPGASVEVESCTASGY TFTEY AMNWVROQAPGQRLEWMACYNENTG
SEIYARQGETGREVVSLITSVSTAY LQISSLRARDTAVY Y CAHDREKY VINWVEFAEDEQH
WEHGTLVYTVSS

MEQETH
QVRLVOSOSELEKKPGASVEVECRASGY TRTAY AMNWVRGAPGQOLEWMOGWMNPN
TUNLIYAQGSTGRFVVSLIFISVSTAY LOISSLEARDTAVY YCARDRKY VINWVEAEDE
QUWORCTLYTVES
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Figura 4
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Figura &
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 10
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Figura 18
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Figura 16
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Figurs I8
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