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DESCRIPCION
Reduccion de células b mediante el uso de moléculas de unién especifica a cd37 y de unidn especifica a cd20
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona de forma general el uso de moléculas de unién especifica a CD37 en métodos
para la reduccion de células B en un individuo. En particular, la invencién proporciona el uso de moléculas de unién
especifica a CD37 en combinacién con moléculas de union especifica a CD20, en algunos casos en una
combinacion sinérgica, en métodos para la reduccion de células B. La invencién proporciona ademas materiales y su
uso en métodos para el tratamiento de actividad aberrante de células B.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

En su funcién habitual, el sistema inmunitario humano protege al cuerpo frente al dafio producido por sustancias
extrafias y patdégenos. Un modo en el que sistema inmunitario protege al cuerpo es a través de la produccion de
células especializadas denominadas linfocitos B o células B. Las células B producen anticuerpos que se unen a una
sustancia extrafia o patdgeno, y en algunos casos intervienen en su destruccion.

Sin embargo, en algunos casos el sistema inmunitario humano y especificamente los linfocitos B del sistema
inmunitario humano actian de manera desviada dando como resultado enfermedades. Existen numerosos canceres
que implican una proliferacion incontrolada de células B. También existen numerosas enfermedades autoinmunes
que implican la produccién de células B de anticuerpos que, en lugar de unirse a sustancias extrafias y patdgenos,
se unen a partes del cuerpo. A veces dichos anticuerpos se denominan autoanticuerpos. Adicionalmente, existen
numerosas enfermedades autoinmunes e inflamatorias que implican células B en su patologia, por ejemplo, a través
de una presentacioén inapropiada de antigeno de célula B a células T, o a través de otros mecanismos que implican
células B. Por ejemplo, los ratones propensos a autoinmunidad deficientes en células B no desarrollan enfermedad
renal autoinmune, vasculitis o autoanticuerpos. Véase Shlomchik et al., J Exp. Med., 180: 1295-306 (1994). De
forma interesante, estos mismos ratones propensos a autoinmunidad que poseen células B pero son deficientes en
produccion de inmunoglobulina, si desarrollan enfermedades autoinmunes cuando son inducidos
experimentalmente, tal como describen Chan et al., J Exp. Med., 189: 1639-48 (1999), lo que indica que las células
B desempefian una funcion integral en el desarrollo de la enfermedad autoinmune.

Las células B pueden ser identificadas por las moléculas de su superficie celular. La CD20 fue la primera molécula
superficial especifica de linaje de células B humanas identificada por un anticuerpo monoclonal. Se trata de una
fosfoproteina de transmembrana de célula B no glicosilada, hidrofoba, de 35 kDA, que tiene ambos extremos, el
amino y el carboxi, situados en el interior de la célula. Véase, Einfeld et al., EMBO J., 7: 711-17 (1998). La CD20 es
expresada por todas las células B maduras normales, pero no es expresada por células B precursoras o células
plasmaticas. Los ligandos naturales de la CD20 no han sido identificados, y la funcion de la CD20 en la biologia de
las células B sigue sin entenderse completamente.

Otra molécula superficial especifica de linaje de células B es la CD37. La CD37 es una proteina de 40-52 kDa
fuertemente glicosilada que pertenece a la familia transmembrana de tetraspanina de antigenos de superficie
celular. Atraviesa la membrana celular cuatro veces formando dos bucles extracelulares y exponiendo sus extremos
amino y carboxi al citoplasma. La CD37 es altamente expresada en células B (slg+) productoras de anticuerpos
normales, pero no es expresada en pre-células B o en células plasmaticas. La expresiéon de CD37 en células T,
monocitos y granulocitos, activados y en reposo, es baja y no existe una expresion detectable de CD37 en células
NK, plaquetas o eritrocitos. Véase, Belov et al., Cancer Res., 61 (11): 4483-4489 (2001); Schwartz-Albiez et al., J.
Immunol., 140(3): 905-914 (1988); y Link et al., J. Immunol., 137(9): 3013-3018 (1988). Ademas de las células B
normales, casi todas las malignidades con origen en células B son positivas para la expresion de CD37, incluyendo
CLL, NHL y leucemia de células pilosas [Moore et al., Journal of Pathology, 152: 13-21 (1987); Merson y Brochier,
Immunology Letters, 19: 269-272 (1988); y Faure et al., American Journal of Dermatopathology, 12 (3): 122-133
(1990)]. LA CD37 participa en la regulacion de la funcion de las células B, ya que se observé que ratones que
carecian de CD37 presentaban niveles bajos de IgG1 en suero y estaban afectados en su respuesta humoral a
antigenos viricos y antigenos modelo. Parece actuar como una molécula co-estimulante no clasica o influyendo
directamente en la presentacion a antigeno a través de la formacion de un complejo con moléculas MHC de clase II.
Véase Knobeloch et al., Mol. Cell. Biol., 20(15): 5363-5369 (2000). La CD37 también parece desempefiar una
funcion en la sefializacion de TCR. Véase Van Spriel et al., J. Immunol., 172: 2953-2961 (2004).

La investigacion y el desarrollo de farmacos se ha producido en base al concepto de que las moléculas de superficie
celular especificas de linaje de células B, tales como CD37 y CD20, pueden a su vez constituir dianas para
anticuerpos que se unirian a células B causantes de enfermedades autoinmunes o cancerosas que presenten CD37
o CD20 en sus superficies, y mediarian en su destruccion. Considerado como "inmunoterapia”, se administré a un
paciente anticuerpos preparados (o basados en anticuerpos preparados) en un animal no humano que se unen a
CD37 o CD20 para agotar células B causantes de enfermedad autoinmune o cancerosa.

Un anticuerpo de CD37 ha sido marcado con 3 y evaluado en ensayos clinicos para terapia de NHL. Véase Press
et al., J. Clin. Oncol., 7(3): 1027-1038 (1989); Bernstein et al., Cancer Res. (Supl.), 50: 1017-1021 (1990); Press et
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al., Front. Radiat. Ther. Oncol., 24: 204-213 (1990); Press et al., Adv. Exp. Med. Biol., 303: 91-96 (1991) y Brown et
al.,, Nucl. Med. Biol., 24: 657-663 (1997). El anticuerpo, MB-1, es un anticuerpo monoclonal de IgG1 murino que
carece de funciones efectoras Fc tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés
"antibody-dependent cellular cytotoxicity") y el MB-1 no inhibié el crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto in
vivo a menos que hubiera sido marcado con un is6topo (Buchsbaum et al., Cancer Res., 52(83): 6476-6481 (1992).
Se observé una biodistribucion favorable de "*'I-MB-1 en pacientes de linfoma que presentaban cargas tumorales
menores (< 1 kg) y la terapia en dichos pacientes produjo remisiones totales de tumor que duraron entre 4 y 11
meses (Press et al., 1989 y Bernstein et al. 1990).

Adicionalmente, se ha evaluado en ratones un inmunoconjugado compuesto por el farmaco adriamicina ligado a
G28-1, otro anticuerpo anti-CD37, y ha demostrado efectos por medio de la internalizacion y la liberacion intracelular
del farmaco. Véase Braslawsky et al., Cancer Immunol. Immunother., 33(6): 367-374 (1991).

Varios grupos han investigado el uso de anticuerpo anti-CD20 para tratar enfermedades relacionadas con células B.
Un tratamiento consiste en anticuerpos anti-CD20 preparados en la forma de radionucleidos para tratar linfoma de
células B (p.gj., anticuerpo anti-CD20 marcado con 131I), asi como una forma marcada con %Sr para paliar el dolor
6seo provocado por metastasis de cancer de prostata y de mama [Endo, Gan To Kagaku Ryoho, 26: 744-748
(1999)].

Otro grupo desarrollé un anticuerpo monoclonal quimérico especifico para CD20, que consistia en regiones variables
de cadena pesada y ligera de origen murino fusionadas a regiones constantes de cadena pesada de IgG1 humana y
de cadena ligera kappa humana. Se publicé que el anticuerpo quimérico retenia la capacidad de unirse a CD20 y la
capacidad de mediar en ADCC vy fijar complemento. Véase, Liu et al., J. Immunol. 139: 3521-26 (1987). Otro
anticuerpo anti-CD20 quimérico adicional fue preparado a partir de hibridoma C2B8 IDEC y se denominé rituximab.
Se piensa que el mecanismo de actividad antitumoral del rituximab es una combinacién de varias actividades, que
incluyen ADCC, fijacion de complemento y activacion de sefiales que promuevan la apoptosis en células B malignas,
aunque el gran tamafio del anticuerpo quimérico impide una difusion 6ptima de la molécula en tejidos linfoides que
contengan células B malignas, limitando con ello su actividad antitumoral. La ADCC es una reaccion mediada por
células en la que las células citotdxicas no especificas que expresan receptores Fc (FCRs) (p.ej., células asesinas
naturales (NK, del inglés "Natural Killer", neutréfilos y macréfagos) reconocen al anticuerpo ligado sobre una célula
diana y a continuacion provocan la lisis de la célula diana. La fijacion de complemento, o citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC), es la capacidad de una molécula para lisar una diana en presencia de complemento. El
mecanismo de activaciéon de complemento se inicia mediante la unién del primer componente del sistema de
complemento (C1q) a una molécula (p.ej. un anticuerpo) acomplejado con un antigeno semejante. El tamafio grande
del rituximab impide una difusién 6ptima de la molécula en los tejidos linfoides que contienen células B malignas,
limitando de este modo su actividad antitumoral.

El rituximab, administrado tipicamente en infusiones 4 veces por semana, se usa actualmente para tratar linfoma no
de Hodgkin de célula B folicular [McLaughlin et al., Oncology, 12: 1763-1777 (1998); Leget et al., Curr. Opin. Oncol.,
10: 548-551 (1998)] y en linfoma folicular de estadio Ill/IV de recaida [White et al., Pharm. Sci. Technol. Today, 2:
95-101 (1999)]. Otros trastornos tratables con rituximab incluyen el linfoma de célula de centro folicular (FCC), el
linfoma de célula manta (MCL), el linfoma de célula grande difusa (DLCL) y el linfoma linfocitico pequefio (SLL)
[Nguyen et al., Eur J Haematol., 62: 76-82 (1999)]. El rituximab administrado en infusiones semanales también se
usa para tratar CLL [Lin et al., Sem Oncol., 30: 483-92 (2003)].

También se han usado anticuerpos anti-CD20 para tratar pacientes que padecen enfermedades autoinmunes
asociadas a la produccion celular de autoanticuerpos. Por ejemplo, el rituximab ha demostrado un beneficio clinico
significativo en el agotamiento de células B CD20+ en pacientes con multiples enfermedades
autoinmunes/antiinflamatorias que incluyen la AR [Edwards, N Engl J Med., 350: 2546-2548 (2004); Cambridge et
al., Arthritis Rheum., 48: 2146-54 (2003)]. Los pacientes de AR recibieron dosis continuadas de metotrexato (MTX) y
un curso de 4 dosis de infusién de rituximab (Edwards, ver anterior). Dichos pacientes mostraron una mejora en las
respuestas del "American College of Rheumatology" (ACR) en comparacion con grupos de control.

En un ensayo para el tratamiento de lupus sistémico eritematoso (LSE) [Leandro et al., Arthritis Rheum., 46: 2673-
2677 (2002)], se administré a los pacientes dos infusiones de dosis alta de rituximab, y se demostré una reduccioén
de células B y una mejoria en el estado de la enfermedad. En un segundo estudio de reduccion de células B en LSE
[Looney et al., Arthritis Rheum., 50: 2580-2589 (2004)], se administré a los pacientes una infusion tnica de 100
mg/m2 de rituximab (dosis baja), una infusién Unica de 375 mg/m2 de rituximab (dosis intermedia) o 4 infusiones
(con 1 semana de separacion) de 375 mg/m? de rituximab (dosis alta). Dichos pacientes mostraron una reduccion de
células B y una mejoria en las puntuaciones de enfermedad, pero el tratamiento no alteré6 el nivel de
autoanticuerpos. También se han llevado a cabo ensayos de rituximab en macroglobulinemia de Waldenstrom
[Treon et al., Immunother., 24: 272-279 (2000)], en los que los pacientes mostraron un aumento de los recuentos de
hematocrito (HCT) y plaquetas (PLT) después de 4 infusiones de rituximab.

Informes recientes de tratamientos con rituximab en pacientes que padecen esclerosis multiple, una enfermedad
autoinmune que afecta al sistema nervioso central, indican que un curso de tratamiento agota células B periféricas
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pero tiene poco efecto sobre células B del fluido cerebroespinal. Véase Monson et al., Arch. Neurol., 62: 258-264
(2005).

Otras publicaciones adicionales relacionadas con el uso de rituximab incluyen: Stashi et al. "Rituximab chimeric anti-
CD20 monoclonal antibody treatment for adults with chronic idiopathic thrombocytopenic purpura” Blood 98: 952-957
(2001); Matthews, R. "Medical Heretics" New Scientist (7 de abril, 2001); Leandro et al. "Clinical outcome in 22
patients with rheumatoid arthritis treated with B lymphocyte depletion" Ann Rheum Dis 61: 833-888 (2002); Leandro
et al. "Lymphocyte depletion in rheumatoid arthritis: early evidence for safety, efficacy and dose response" Arthritis
and Rheumatism 44(9): S370 (2001); Leandro et al. "An open study of B lymphocyte depletion in systemic lupus
erythematosus", Arthritis Rheum. 46: 2673-2677 (2002); Edwards et al., "Sustained improvement in rheumatoid
arthritis following a protocol designed to deplete B lymphocytes" Rheumatology 40: 205-211 (2001); Edwards et al.
"B-lymphocyte depletion therapy in rheumatoid arthritis and other autoimmune disorders" Biochem. Soc. Trans.
30(4): 824-828 (2002); Edwards et al. "Efficacy and safety of rituximab, a B-cell targeted chimeric monoclonal
antibody: A randomized, placebo controlled trial in patients with rheumatoid arthritis”, Arthritis Rheum. 46: S197
(2002); Levine et al., "IgM antibody-related polyneuropathies: B-cell depletion chemotherapy using rituximab"
Neurology 52: 1701-1704 (1999); DeVita et al. "Efficacy of selective B-cell blockade in the treatment of rheumatoid
arthritis" Arthritis Rheum 46: 2029-2033 (2002); Hidashida et al. "Treatment of DMARD-Refractory rheumatoid
arthritis with rituximab". Presentado en la Reunion Cientifica Anual del "American College of Rheumatology"; octubre
24-29; Nueva Orleans, La. 2002; Tuscano, J. "Successful treatment of Infliximab-refractory rheumatoid arthritis with
rituximab". Presentado en la Reunion Cientifica Anual del "American College of Rheumatology"; octubre 24-29;
Nueva Orleans, La. 2002.

Sigue habiendo problemas asociados a la terapia con rituximab. Por ejemplo, la mayoria de los pacientes de cancer
tratados con rituximab recaen, generalmente en aproximadamente 6-12 meses, y se han reportado reacciones
fatales a la infusién en las 24 horas posteriores a la infusion de rituximab. Estas reacciones fatales siguieron un
complejo de reaccion a infusidon que incluia hipoxia, infiltraciones pulmonares, sindrome de insuficiencia respiratoria
aguda, infarto de miocardio, fibrilacion ventricular o choque cardiogénico. También se ha reportado fallo renal agudo
que requiere dialisis con casos de resultado fatal al producirse sindrome de lisis tumoral después de un tratamiento
con rituximab, asi como reacciones mucocutaneas severas, algunas con resultado fatal. Adicionalmente, se
requieren dosis elevadas de rituximab para inyeccion intravenosa, ya que esta molécula es grande,
aproximadamente de 150 kDa, y, como se ha indicado antes, la difusion en los tejidos linfoides en los que residen
muchas células tumorales es limitada.

Debido a que las células B maduras normales también expresan CD37 y CD20, las células B normales también se
ven agotadas por terapias de anticuerpos anti-CD37 (Press et al., 1989) o anti-CD20 [Reff et al., Blood, 83: 435-445
(1994)]. Una vez completado el tratamiento, no obstante, las células B normales pueden regenerarse a partir de
precursores de células B negativos en CD37 y CD20; por lo tanto, los pacientes tratados con terapia anti-CD37 o
anti-CD20 no experimentan una inmunosupresion significativa.

La tecnologia de anticuerpos monoclonales y los métodos de ingenieria genética han conducido al desarrollo de
moléculas de inmunoglobulina para diagnosis y tratamiento de enfermedades humanas. Se ha aplicado ingenieria
de proteinas para mejorar la afinidad de un anticuerpo por su antigeno semejante, para reducir los problemas
relacionados a inmunogenicidad, y para alterar las funciones efectoras de un anticuerpo. El dominio estructural de
las inmunoglobulinas es susceptible de ingenieria, en el sentido en que los dominios de unién a antigeno y los
dominios que confieren las funciones efectoras pueden ser intercambiados entre clases y subclases de
inmunoglobulinas. La estructura y la funcion de la inmunoglobulina se revisan, por ejemplo, en Harlow et al., Eds.,
"Antibodies: A Laboratory Manual", Capitulo 14, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (1988). En el
libro de texto "Recombinant Antibodies" (John Wiley & Songs, NY, 1999) se puede encontrar una extensa
introduccion, asi como informacion detallada sobre todos los aspectos de la tecnologia de anticuerpos
recombinantes. En R. Kontermann y S. Dibel (eds.), "The Antibody Engineering Lab Manual" (Springer Verlag,
Heidelberg/Nueva York, 2000) se puede encontrar una coleccién completa de protocolos de laboratorio de ingenieria
de anticuerpos detallados.

Recientemente, se han construido moléculas de inmunoglobulina mas pequefias para solventar los problemas
asociados a toda la terapia de inmunoglobulinas. El Fv de cadena individual (scFv) comprende un dominio variable
de cadena pesada de anticuerpo unido a través de un ligando peptidico corto a un dominio de variable de cadena
ligera de anticuerpo [Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 5879-5883 (1988)]. Ademas de las regiones
variables, todas las cadenas de anticuerpo tienen una o mas regiones constantes. Las cadenas ligeras tienen un
Unico dominio de regidn constante. Por tanto, las cadena ligeras tiene una regién variable y una region constante.
Las cadenas pesadas tienen varios dominios de region constante. Las cadenas pesadas de los anticuerpos IgG, IgA
y IgD tienen tres dominios de regién constante, que se designan CH1, CH2 y CH3, y las cadenas pesadas de los
anticuerpos IgM e IgE tienen cuatro dominios de region constante, CH1, CH2, CH3 and CH4. Por tanto, las cadenas
pesadas tienen una region variable y tres o cuatro regiones constantes.

Las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas también pueden dividirse en tres regiones funcionales: la region Fd
(un fragmento que comprende V.sub.H y CH1, es decir, los dos dominios N-terminales de la cadena pesada), la
region de bisagra y la region Fc (la region de "fragmento cristalizable", derivada de regiones constantes y formada
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tras una digestion de pepsina). La region Fd en combinacion con la cadena ligera forma un Fab (el "fragmento de
union a antigeno"). Puesto que un antigeno reacciona estereoquimicamente con la region de union a antigeno del
extremo amino de cada Fab, la molécula de IgG es divalente, es decir, puede unirse a dos moléculas de antigeno. El
Fc contiene los dominios que interaccionan con los receptores de inmunoglobulina sobre las células y con los
elementos iniciales de la cascada de complemento. Por tanto, el fragmento Fc se considera de forma general
responsable de las funciones efectoras de una inmunoglobulina, tal como la fijacion de complemento y la union a
receptores de Fc.

Debido al pequefio tamafio de las moléculas de scFv, éstas exhiben una eliminaciéon muy rapida del plasma y de los
tejidos y una penetracion mas efectiva en tejidos que la inmunoglobulina completa. Un scFv antitumoral mostré una
penetracion tumoral mas rapida y una distribucion mas uniforme por la masa del tumor que el correspondiente
anticuerpo quimérico [Yokota et al., Cancer Res., 52, 3402-3408 (1992)]. La fusién de un scFv a otra molécula, tal
como una toxina, aprovecha la actividad especifica de antigeno y el tamafio pequefio de un scFv para conducir la
toxina a un tejido diana. [Chaudary et al., Nature, 339: 394 (1989); Batra et al., Mol. Cell. Biol.; 11: 2200 (1991)].

A pesar de las ventajas de las moléculas de scFv, en su uso existen varias desventajas. Aunque una eliminacion
rapida de scFv puede reducir los efectos toxicos en células normales, dicha eliminacion rapida puede prevenir la
llegada de una dosis minima efectiva al tejido diana. La fabricacion de cantidades adecuadas de scFv para
administracion a pacientes ha sido un reto debido a las dificultades en la expresién y el aislamiento de scFv, que
afectan negativamente al rendimiento. Durante la expresion, las moléculas de scFv carecen de estabilidad y a
menudo se agregan debido a emparejamiento de regiones variables de diferentes moléculas. Ademas, los niveles de
produccion de moléculas de scFv en sistemas de expresion de mamifero son bajos, limitando el potencial para una
fabricacion eficiente de moléculas de scFv para terapia [Davis et al, J Biol. Chem., 265: 10410-10418 (1990);
Traunecker et al., EMBO J, 10: 3655-3659 (1991). Se han explorado estrategias para mejorar la produccion,
incluyendo la adicion de sitios de glicosilacion a las regiones variables [Jost, C. R. Patente de EE.UU. N° 5.888.773,
Jost et al, J. Biol. Chem., 69: 26267-26273 (1994)].

Otra desventaja de usar scFv para terapia es la falta de funcion efectora. Un scFv sin las funciones citoliticas, ADCC
y citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), asociadas a la region constante de una inmunoglobulina, puede
ser ineficaz para tratar una enfermedad. Incluso aunque el desarrollo de la tecnologia de scFv comenzd hace 12
afos, en la actualidad no se aprobado para terapia ningun producto de scFv.

Alternativamente, se ha propuesto que la fusién de un scFv y otra molécula, tal como una toxina, podria aprovechar
la actividad especifica de union a antigeno y el tamafio pequefio de un scFv para conducir la toxina a un tejido diana.
Chaudary et al., Nature 339: 394 (1989); Batra et al., Mol. Cell. Biol. 11: 2200 (1991). Por tanto, la conjugacion o la
fusién de toxinas a scFvs se ha planteado como estrategia alternativa para proporcionar moléculas potentes
especificas de antigeno, pero la dosificacion de dichos conjugados o quimeras puede estar limitada por una
toxicidad excesiva y/o no especifica debido a la funcion de toxina de dichas preparaciones. Los efectos toxicos
pueden incluir elevacion suprafisioldgica de enzimas hepaticas y sindrome de pérdidas vasculares, y otros efectos
no deseados. Adicionalmente, las inmunotoxinas son en si mismas altamente inmunogénicas cuando se administran
a un hospedante, y los anticuerpos del hospedante generados contra dicha inmunotoxina limitan su utilidad potencial
en tratamientos terapéuticos repetidos en un individuo.

Otras proteinas de fusion disefiadas por ingenieria, denominadas productos inmunofarmacéuticos modulares
pequefios (SMIP™, del inglés "Small Modular Immunopharmaceutical), se describen en las Publicaciones de
Patente de EE.UU. compartidas 2003/133939, 2003/0118592 y 2005/0136049, y en las Publicaciones de Patente
Internacional compartidas W002/056910, W02005/037989 y W0O2005/017148. Los productos SMIP son nuevas
proteinas de fusién inmunoglobulina-dominio de unién que presentan un dominio de unién para una estructura
semejante tal como un antigeno, un contrarreceptor o similar; un polipéptido de regidon de bisagra de IgG1, IGA o
IgE, o un polipéptido de region de bisagra de IgG1 mutante que tiene cero, uno o dos residuos de cisteina; y
dominios de inmunoglobulina CH2 y CH3. Los productos SMIP tienen capacidad de ADCC y/o CDC.

Aunque se ha realizado una intensa investigacion con terapias basadas en anticuerpos, sigue existiendo una
necesidad en la técnica de métodos mejorados para tratar enfermedades con actividad aberrante de células B. Los
usos de la presente invencion descritos y reivindicados en la presente memoria proporcionan dichos usos
mejorados, asi como ofras ventajas.

En un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una proteina de unién especifica a CD37
humanizada para uso en el tratamiento de cancer o de una enfermedad autoinmune de células B, donde la proteina
de union especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68, que se caracteriza porque la proteina de unién especifica a CD37 humanizada debe usarse en
combinacién con una proteina de unién especifica a CD20.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una proteina de unién especifica a CD20 para uso
en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B que se caracteriza porque la proteina de
union especifica a CD20 debe usarse en combinacidon con una proteina de unién especifica a CD37 humanizada
para uso en el tratamiento de un cancer o enfermedad autoinmune de células B, donde la proteina de unién
especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68.

En un tercer aspecto, se proporciona un articulo de fabricacién que comprende una proteina de unién especifica a
CD20 y una proteina de unién especifica a CD37 humanizada para uso en el tratamiento de un cancer o enfermedad
autoinmune de células B, donde la proteina de unién especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera de la proteina de
union especifica a CD37 humanizada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 61, 64 y 66,
respectivamente; y

donde las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOS: 63, 65 y 67, respectivamente.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera de la proteina de
union especifica a CD37 humanizada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 61, 64 y 66,
respectivamente; y

donde las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOS: 63, 65 y 68, respectivamente.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, la region estructural de cadena ligera humana se selecciona
de las SEQ ID NOS:170-172, 175, 179, 182, 184-188, 191, 194-198, 203 y 205-210; o

la region estructural de cadena pesada humana se selecciona de las SEQ ID NOS: 140, 141, 143-147, 150, 151,
154-163, 168 y 169.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, la primera region estructural de cadena ligera humana (FR1)
se selecciona de las SEQ ID NOS: 170-172, 175y 177-181; la FR2 humana de la regién estructural de cadena ligera
se selecciona de las SEQ ID NOS: 182, 184-188 y 191; la FR3 humana de la cadena ligera se selecciona de las
SEQ ID NOS: 194-198, 203 y 205; y la FR4 humana de la cadena ligera se selecciona de las SEQ ID NOS: 206-210;
o}

la primera region estructural de cadena pesada humana (FR1) se selecciona de las SEQ ID NOS: 140, 141 y 143-
146; la FR2 humana de la cadena pesada se selecciona de las SEQ ID NOS: 147, 150 y 151; la FR3 humana de la
cadena pesada se selecciona de las SEQ ID NOS: 154-160; y la FR4 humana de la cadena pesada se selecciona de
las SEQ ID NOS: 161-163, 168 y 169.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencidn, la proteina de unién comprende un polipéptido Fv de cadena
sencilla (scFv), un anticuerpo o un fragmento de unién al mismo, o una proteina de fusion de inmunoglobulina que
comprende, desde el extremo amino al carboxi, (i) un dominio de unién que tenga regiones variables de cadena
ligera y pesada de inmunoglobulina separadas por un péptido de enlace, (i) un polipéptido de region de bisagra de
inmunoglobulina que tenga cero, uno o dos residuos de cisteina, y (iii) dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina. De
manera aun mas preferible, el polipéptido de regidon de bisagra de inmunoglobulina puede ser un polipéptido de
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region de bisagra de IgG1, IgGA o IgE o un mutante de IgG1. De forma ventajosa, la proteina de union es una
proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende una regién variable de cadena ligera y una region variable de
cadena pesada;

la regién variable de cadena ligera esta unida a la regién variable de cadena pesada mediante un péptido de unidn
que comprende (Gly4SER)n, dondenes 1,2, 3,4,5066;y

las regiones variables de cadena ligera y pesada unidas estan conectadas a un dominio efector IgG1 a través de
una bisagra compuesta por una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 12, 115, 116, 118, 120, 122, 124, 126 6 127.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencién, la proteina de uniéon especifica a CD37 humanizada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 48 y 52.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, la proteina de unién especifica a CD20 es un anticuerpo
monoclonal especifico de CD20, preferiblemente Rituximab.

De forma ventajosa, en todos los aspectos de la invencion, la proteina de unidn especifica a CD20 es una proteina
de fusién de inmunoglobulina que es especifica de CD20 y que comprende, desde el extremo amino al carboxi, (i) un
dominio de union que tenga regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina separadas por un
péptido de enlace, (ii) un polipéptido de regidon de bisagra de inmunoglobulina que tenga cero, uno o dos residuos de
cisteina, y (iii) dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina. De manera aun mas preferible, el polipéptido de region de
bisagra de inmunoglobulina puede ser un polipéptido de regiéon de bisagra de IgG1, IgGA o IgE o un mutante de
IgG1.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, el método comprende ademas el uso de un agente
quimioterapéutico, una citocina, una quimiocina o un factor de crecimiento.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, el cancer de células B es enfermedad de Hodgkin, linfoma
no de Hodgkin, linfomas del sistema nervioso central, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia de células pilosas, leucemia mioblastica crénica, mieloma multiple, linfoma linfocitico pequefio, leucemia
prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de zona marginal esplénica, mieloma de célula
plasmatica, plasmacitoma solitario de hueso, plasmacitoma extraéseo, linfoma de células B de zona marginal extra-
nodal de tejido linfoide asociado a mucosa, linfoma de células B de zona marginal nodal, linfoma folicular, linfoma de
células manta, linfoma de células B grandes difusas, linfoma de células B grandes mediastinales (timicas), linfoma
de células B grande intravascular, linfoma de efusion primaria, linfoma/leucemia de Burkitt, proliferaciones de células
B de potencial maligno incierto, granulomatosis linfomatoide o trastorno linfoproliferativo post-trasplante.

De forma ventajosa, en todos los aspectos de la invencion la enfermedad autoinmune es artritis reumatoide,
esclerosis multiple, lupus sistémico eritomatoso, enfermedad de Crohn, sindrome de Sjogren, enfermedad de Grave,
diabetes mellitus de tipo |, soriasis, purpura trombocitopénica inmune, pénfigo, miopatia inflamatoria idiopatica,
miastenia gravis o macroglobinemia de Waldenstorm.

Preferiblemente, en todos los aspectos de la invencion, la proteina de unién especifica a CD37 y la proteina de
unién especifica a CD20 se administran secuencialmente en un periodo aproximado de 24 horas o se administran
simultaneamente.

En algunos usos de la invencion, el uso de combinaciones de moléculas de union especifica a CD37 (una o mas
moléculas de unién especifica a CD37) y moléculas de unién especifica a CD20 (una o mas moléculas de unién
especifica a CD20) da como resultado un aumento de la reduccion de células B. En algunos de dichos métodos, las
combinaciones son sinérgicas. En un aspecto relacionado, la invencion proporciona un método para tratar un
individuo que padece, o que se sospecha que padece, una enfermedad asociada a actividad aberrante de células B.

La presente descripcion también proporciona moléculas de unidon especifica a CD37 humanizada (p.ej.
construcciones TRU-016 humanizadas) y métodos para reducir células B usando dichas moléculas. En algunas
realizaciones de los usos de la invencién, se contemplan los usos de combinaciones de construcciones TRU-016
humanizadas con una o mas moléculas de unién especifica a CD20. En otro aspecto, la descripcidon proporciona
métodos para tratar individuos que padecen, o que se sospecha que padecen, una enfermedad asociada a actividad
aberrante de células B. Aspectos relacionados de la descripcion se dedican a métodos de prevencion de cualquier
enfermedad de este tipo y a métodos paliativos de sintomas asociados a enfermedades de este tipo que
comprenden la administracién de una dosis de una molécula de unién especifica a CD37 humanizada efectiva para
tratar o prevenir dicha enfermedad, o para aliviar un sintoma de dicha enfermedad.

"Actividad aberrante de células B" se refiere a actividad de células B que se desvia respecto al curso normal,
apropiado o esperado. Por ejemplo, la actividad aberrante de células B puede incluir una proliferacion inapropiada
de células cuyo ADN u otros componentes han quedado dafiados o defectuosos. La actividad aberrante de células B
puede incluir la proliferacion celular cuyas caracteristicas estan asociadas a una enfermedad que esta provocada,
mediada o que es el resultado de niveles inapropiadamente elevados de divisién celular, niveles apropiadamente
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bajos de apoptosis o ambos. Dichas enfermedades pueden caracterizarse, por ejemplo, por proliferaciones
anormales locales simples o multiples de células, grupos de células o tejido(s), tanto cancerosos como no
cancerosos, benignos o malignos. La actividad aberrante de células B puede incluir también la produccién aberrante
de anticuerpos, tal como la producciéon de autoanticuerpos, o la sobreproduccién de anticuerpos tipicamente
deseables cuando se producen a niveles normales. Se contempla que la actividad aberrante de células B pueda
producirse en determinadas subpoblaciones de células B y no en ofras subpoblaciones. La actividad aberrante de
células B también puede incluir la estimulacién inapropiada de células T, tal como por presentacion de antigeno de
célula B inapropiada a células T o por otros mecanismos que impliquen células B.

"Tratamiento" o "tratar" se refieren a un tratamiento terapéutico o a un tratamiento profilactico/preventivo. Un
tratamiento terapéutico puede mejorar al menos un sintoma en un individuo que recibe el tratamiento o puede
retrasar el empeoramiento de una enfermedad progresiva en un individuo, o prevenir el inicio de otras enfermedades
asociadas.

Una "dosis terapéuticamente efectiva" o "dosis efectiva" de una molécula de unién especifica a CD20 se refiere a la
cantidad de compuesto que es suficiente para dar como resultado el alivio de uno o mas sintomas de la enfermedad
tratada. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual, administrado solo, una dosis terapéuticamente efectiva
se refiere a dicho ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacion, una dosis terapéuticamente efectiva se
refiere a las cantidades combinadas de los ingredientes activos que dan como resultado el efecto terapéutico,
cuando se administran en serie o simultineamente. La invencién contempla especificamente que una o mas
moléculas de unién especifica se puedan administrar de acuerdo a los usos de la invencién, cada una en una dosis
efectiva.

"Un individuo que padece, o que se sospecha que padece, una enfermedad asociada a actividad aberrante de
células B" es un individuo en el que una enfermedad o sintoma pueden estar causados por actividad aberrante de
células B, pueden estar exacerbados por actividad aberrante de células B, o pueden aliviarse mediante regulacion
de la actividad de células B. Los ejemplos de dichas enfermedades son un cancer de células B (por ejemplo, linfoma
de células B, una leucemia de células B o un mieloma de células B), una enfermedad que se caracteriza por la
produccién de autoanticuerpos o una enfermedad que se caracteriza por una estimulacién inapropiada de células T
causada por una presentacion inapropiada de antigeno de células B a células T o causada por otros mecanismos
que impliquen células B.

En un ejemplo de aspecto, un individuo tratado mediante los métodos de la descripcidon demuestra una respuesta al
tratamiento que es mejor que la respuesta al tratamiento con rituximab, o que se ve mejorada con respecto a ella.
Una respuesta que es mejorada con respecto al tratamiento con rituximab se refiere a una respuesta clinica en la
que el tratamiento mediante un método de la descripcidon da como resultado una respuesta clinica en un paciente
que es mejor que una respuesta clinica en un paciente que recibe terapia de rituximab, tal como rituximab. Una
respuesta mejorada se determina por comparacion de criterios clinicos bien conocidos en la técnica y descritos en la
presente memoria. Los ejemplos de criterios incluyen, aunque sin limitacion, la duracién del agotamiento de células
B, la reduccion del recuento de células B en una muestra bioldgica, la reduccion del tamafo del tumor, la reduccion
del numero de tumores existentes y/o que aparecen después del tratamiento, y la respuesta general mejorada
determinada por los propios pacientes y médicos, p.ej., usando un indice Prognéstico Internacional. La mejoria
puede ser en uno o mas de los criterios clinicos. Una respuesta mejorada con el método de la invencion puede ser
debida a una respuesta inadecuada al tratamiento previo o actual con rituximab, por ejemplo, a causa de la toxicidad
y/o eficacia inadecuada del tratamiento con rituximab.

Los canceres de células B incluyen linfomas de células B [tal como varias formas de la enfermedad de Hodgkin, el
linfoma no de Hodgkin (NHL) o los linfomas del sistema nervioso central], leucemias [tal como leucemia linfoblastica
aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia de células pilosas y leucemia mioblastica cronica] y
mielomas (tal como mieloma muiltiple). Otros canceres de células B incluyen linfoma linfocitico pequefio, leucemia
prolinfocitico de células B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de zona marginal esplénica, mieloma de célula
plasmatica, plasmacitoma solitario de hueso, plasmacitoma extradseo, linfoma de células B de zona marginal extra-
nodal de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT), linfoma de células B de zona marginal nodal, linfoma folicular,
linfoma de célula de manta, linfoma de células B grande difuso, linfoma de células B mediastinal (timico), linfoma de
células B intravascular, linfomas de efusién primaria, linfoma/leucemia de Burkitt, proliferaciones de células B de
potencial maligno incierto, granulomatosis linfomatoide y trastorno linfoproliferativo post-trasplante.

Los trastornos caracterizados por producciéon de autoanticuerpos a menudo se consideran enfermedades
autoinmunes. Las enfermedades autoinmunes incluyen, aunque sin limitacion: artritis, artritis reumatoide, artritis
reumatoide juvenil, osteoartritis, policondritis, artritis psoriatica, psoriasis, dermatitis, polimiositis/dermatomiositis,
miositis corporal de inclusién, miositis inflamatoria, necrolisis epidérmica toxica, escleroderma y esclerosis
sistémicos, sindrome de CREST, respuestas asociadas a enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de insuficiencia respiratoria, sindrome de insuficiencia respiratoria adulta (ARDS),
meningitis, encefalitis, uveitis, colitis, glomerulonefritis, afecciones alérgicas, eczema, asma, afecciones que implican
infiltracion de células T y respuestas inflamatorias crénicas, aterosclerosis, miocarditis autoinmune, deficiencia de
adhesion de leucocitos, lupus sistémico eritematoso (SLE), lupus eritematoso cutaneo subagudo, lupus discoide,
lupus mielitis, lupus cerebritis, diabetes de inicio juvenil, esclerosis multiple, encefalomielitis alérgica, neuromielitis
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optica, fiebre reumatoide, corea de Sydenham, respuestas inmunes asociadas hipersensibilidad aguda y retrasada
mediada por citocinas y linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis que incluye granulomatosis de
Wegener y enfermedad de Churg-Strauss, agranulocitosis, vasculitis (que incluye vasculitis/angiitis de
hipersensibilidad, ANCA y vasculitis reumatoide), anemia aplastica, anemia Diamond Blackfan, anemia hemolitica
inmune que incluye anemia hemolitica autoinmune (AIHA), anemia perniciosa, aplasia de células rojas puras
(PRCA), deficiencia de Factor VIII, hemofilia A, neutropenia autoinmune, pancitopenia, leucopenia, enfermedades
que implican diapedesis de leucocitos, trastornos inflamatorios de sistema nervioso central (SNC), sindrome de
lesion de drganos multiple, miastenia gravis, enfermedades mediadas por complejo antigeno-anticuerpo,
enfermedad de membrana de base anti-glomerular, sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos, neuritis alérgica,
enfermedad de Behcet, sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome miasténico de Lambert-Eaton,
sindrome de Reynaud, sindrome de Sjorgen, sindrome de Stevens-Johnson, rechazo de trasplante de érgano sélido,
enfermedad de injerto contra hospedante (GVHD), penfigoide ampolloso, pénfigo, poliendocrinopatias autoinmunes,
espondiloartropatias seronegativas, enfermedad de Reiter, sindrome de persona rigida, arteritis de célula gigante,
nefritis de complejo inmune, nefropatia de IgA, polineuropatias de IgM o neuropatia mediada por IgM, purpura
trombocitopénico idiopatico (ITP), purpura trombocitopénico trombodtico (TTP), purpura de Henoch-Schonlein,
trombocitopenia autoinmune, enfermedad autoinmune de los testiculos y ovarios, que incluye orquitis y ooforitis
autoinmune, hipotiroidismo primario; enfermedades endocrinas autoinmunes que incluyen tiroiditis autoinmune,
tiroiditis cronica (tiroiditis de Hashimoto), tiroiditis subaguda, hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de Addison,
enfermedad de Grave, sindromes poliglandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia poliglandular),
diabetes de Tipo | también denominada diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM) y sindrome de Sheehan;
hepatitis autoinmune, neumonitis intersticial linfoide (HIV), bronquiolitis obliterans (no trasplante) contra NSIP,
Sindrome de Guillain-Barre, vasculitis de vaso grande (que incluye polimialgia reumatica y arteritis de célula gigante
(de Takayasu)), vasculitis de vaso medio (que incluye enfermedad de Kawasaki y poliarteritis nodosa), espondilitis
anquilosante de poliarteritis nodosa (PAN), enfermedad de Berger (nefropatia de IgA), glomerulonefritis de
progresion rapida, cirrosis biliar primaria, esprue celiaco (enteropatia de gluten), crioglobulinemia, crioglobulinemia
asociada a hepatitis, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad arterial coronaria, fiebre Mediterranea familiar,
poliangiitis microscopica, sindrome de Cogan, sindrome de Whiskott-Aldrich y tromboangiitis obliterans.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica que se caracteriza por la inflamacién de las articulaciones,
que conduce a hinchamiento, dolor y pérdida de funciones. Los pacientes que padecen AR durante un periodo de
tiempo extendido habitualmente experimentan una destruccién, deformacion articular progresiva e incluso una
muerte prematura.

La enfermedad de Crohn y una enfermedad relacionada, la colitis ulcerativa, son las dos categorias de enfermedad
principales que pertenecen a un grupo de enfermedades denominadas enfermedad inflamatoria del intestino (IBD,
del inglés "inflammatory bowel disease"). La enfermedad de Crohn es un trastorno crénico que causa inflamacion del
tracto digestivo o gastrointestinal (Gl). Aunque puede implicar cualquier area del tracto Gl desde la boca al ano, lo
mas habitual es que afecte al intestino delgado y/o al colon. En la colitis ulcerativa, la participacion del Gl se limita al
colon.

La enfermedad de Crohn se puede caracterizar por anticuerpos contra antigenos neutrofilos, esto es, el "anticuerpo
anti-neutréfilo perinuclear” (pANCA) y Saccharomyces cervisiae, esto es, el "anticuerpo anti-Saccharomyces
cervisiae" (ASCA). Muchos pacientes con colitis ulcerativa tienen el anticuerpo pANCA en su sangre, pero no el
anticuerpo ASCA, mientras que muchos pacientes de Crohn presentan anticuerpos ASCA, y no anticuerpos pANCA.
Un método para evaluar la enfermedad de Crohn es usar el indice de Actividad de enfermedad de Crohn (CDAI),
basado en 18 puntuaciones de variables predictoras tomadas por médicos. Valores de CDAI de 150 e inferiores se
asocian a enfermedad quiescente; valores por encima indican enfermedad activa, y valores por encima de 450 se
consideran enfermedad extremadamente grave [Best et al., "Development of a Crohn's disease activity index."
Gastroenterology 70: 439-444 (1976)]. Sin embargo, desde el estudio original, algunos investigadores usan un "valor
subjetivo" de 200 a 250 como puntuacion saludable.

El Lupus Sistémico Eritematoso (SLE) es una enfermedad autoinmune causada por lesiones recurrentes de los
vasos sanguineos en organos multiples, que incluyen rifién, piel y articulaciones. En pacientes de SLE, una
interaccion defectuosa entre células T y células B da como resultado la produccién de autoanticuerpos que atacan al
nucleo de la célula. Existe un acuerdo general en que los autoanticuerpos son los responsables del SLE, por lo que
nuevas terapias que agoten el linaje de células B, permitiendo que el sistema inmunitario se reinicie segun se vayan
generando nuevas células B a partir de precursores, ofrecerian esperanzas de beneficios de larga duracién en
pacientes de SLE.

La esclerosis multiple (EM) también es una enfermedad autoinmune. Se caracteriza por la inflamacion del sistema
nervioso central y por la destruccion de mielina, lo que aisla fibras de células nerviosas en el cerebro, la médula
espinal y el cuerpo. Aunque se desconoce la causa de la EM, esta extendida la creencia de que las células T
autoinmunes son contribuyentes primarios a la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, en el fluido espinal
cerebral de pacientes con EM hay presentes niveles elevados de anticuerpos, y algunas teorias predicen que la
respuesta de células B que conduce a produccion de anticuerpos es importante para mediar en la enfermedad.
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La enfermedad tiroidea autoinmune es el resultado de la produccién de autoanticuerpos que estimulan la tiroides
para provocar hipertiroidismo (enfermedad de Graves) o que destruyen la tiroides para provocar hipotiroidismo
(tiroiditis de Hashimoto). La estimulacién de la tiroides esta provocada por autoanticuerpos que se uneny activan al
receptor de hormona estimulante de tiroides (TSH).La destruccion de la tiroides esta provocada por autoanticuerpos
que reaccionan con otros antigenos de tiroides.

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la destruccion de las glandulas
productoras de humedad del cuerpo.

La purpura trombocitopénica inmune (ITP) esta causada por autoanticuerpos que se unen a plaquetas sanguineas y
provocan su destruccion.

La miastenia Gravis (MG) es un trastorno neuromuscular autoinmune crénico que se caracteriza por autoanticuerpos
que se unen a receptores de acetilcolina expresados en las uniones neuromusculares, lo que conduce a debilidad de
los grupos musculares voluntarios.

La psoriasis se caracteriza por una inflamacion autoinmune de la piel y también esta asociada a artritis en el 30% de
los casos, escleroderma, enfermedad inflamatoria del intestino, que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa,

también se contempla el tratamiento de miopatia inflamatoria idiopatica (1IM), que incluye dermatomiositis (DM) y
polimiositis (PM). Las miopatias inflamatorias se han clasificado en categorias usando una serie de esquemas de
clasificacion. El esquema de clasificacion de Miller (Miller, Rheum Dis Clin North Am. 20: 811-826,1994) identifica 2
miopatias inflamatorias idiopaticas (IIM), la polimiositis (PM) y la dermatomiositis (DM).

La polimiositis y la dermatomiositis son enfermedades inflamatorias crénicas debilitantes que afectan a los musculos
y, en el caso de la DM, a la piel. Estos trastornos son raros, con una incidencia anual reportada de aproximadamente
5 a 10 casos por millén de adultos y entre 0,6 y 3,2 casos por millén de nifios al afio en los Estados Unidos (Targoff,
Curr Probl Dermatol. 1991, 3: 131-180). La miopatia inflamatoria idiopatica esta asociada a una morbidez y una
mortalidad significativas, con hasta la mitad de los adultos afectados por una discapacidad significativa (Gottdiener
et al., Am J Cardiol. 1978, 41: 1141-49). Miller (Rheum Dis Clin North Am. 1994, 20: 811-826 y "Arthritis and Allied
Conditions", Cap. 75, Eds. Koopman y Moreland, Lippincott Williams and Wilkins, 2005) establece cinco grupos de
criterios usados para diagnosticar la IIM, es decir, la determinacion de Criterios de Miopatia Inflamatoria Idiopatica
(IIMC), que incluye debilidad muscular, evidencia de degeneracion en biopsias musculares, elevacion de los niveles
en suero de enzimas asociadas a musculo, triada electromagnética de miopatia, evidencia de sarpullidos en
dermatomiositis, e incluye también la evidencia de autoanticuerpos como criterio secundario.

Los factores asociados a |IM, que incluyen enzimas asociadas a musculo y autoanticuerpos, incluyen, aunque sin
limitacién, creatina quinasa (CK), lactato deshidrogenasa, aldolasa, proteina C-reactiva, aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT) y autoanticuerpo antinuclear (ANA), anticuerpos especificos de miositis
(MSA), y anticuerpos de antigenos nucleares extraibles.

Una "molécula de union" segun la invencion puede ser, por ejemplo, una proteina (una "proteina" puede ser un
polipéptido o un péptido), un acido nucleico, un carbohidrato, un lipido, o un compuesto de molécula pequefia que se
una a una diana. Un tipo de molécula de unién proteinica contemplada por la invencién es un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo que retiene la actividad de unién. Una molécula de union se puede modificar segun los
métodos estandarizados en la técnica para mejorar su afinidad de union, disminuir su inmunogenicidad, alterar sus
funciones efectoras y/o mejorar su disponibilidad en el cuerpo de un individuo. Dichas modificaciones pueden incluir,
por ejemplo, modificaciones de secuencia de aminoacidos o expresion como una proteina de fusion. Dichas
proteinas de fusidon también son moléculas de unién segun la invencion. Un ejemplo de molécula de union para los
usos de la invencién es un producto inmunofarmacéutico modular pequefio (SMIP™).

Una molécula de union que es "especifica" para una diana se une a dicha diana con una afinidad mayor que a
cualquier otra diana. Por ejemplo, una molécula de unién especifica a CD37 se une a CD37 con un afinidad mayor
que a cualquier otra diana, y una molécula de unién especifica a CD20 se une a CD20 con una afinidad mayor que a
cualquier otra diana. Las moléculas de unlon de la invencién pueden tener afinidades por sus dianas con un Ka
superior o igual a aproximadamente 10* M7, preferlblemente superlor o] |gual a aproximadamente 10° M", mas
preferiblemente superlor o igual a aproxmadamente 106 ™" y aun mas preferlblemente superior o |gual a
aproximadamente 10" M. Afinidades iguales o superiores a aproxmadamente 10" M son aun mas preferidas, tal
como aflnldades iguales o superlores a aproximadamente 10" M, aproximadamente 108 M7, y aproximadamente
10°M7, y aproximadamente 10'° M. Las afinidades de moleculas de unién segun la presente invencién pueden
determlnarse facilmente usando técnicas convencionales, por ejemplo, las descritas por Scatchard et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci. 51: 660 (1949).

Determinadas moléculas de unién especifica a CD37 contempladas por la invencién presentan afinidades por CD37

de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 nM. Determinadas moléculas de uniéon especifica a CD20
contempladas por la invencion presentan afinidades por CD20 de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 nM.
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Otra caracteristica de determinadas moléculas de unién a CD37 y de moléculas de unién a CD20 contempladas por
la invencién es que presentan una vida media en circulacién de aproximadamente 7 a aproximadamente 30 dias.

Los anticuerpos especificos de CD37 que caracterizaron el antigeno CD37 en el "Thrid HLDA Workshop" fueron
HD28, G28-1, HH1, BI14, WR17 y F93G6. Véase, Ling y MacLennan, pag. 302-335 en Leucocyte Typing lll. White
Cell Differentiation Antigens, Oxford University Press (1987). Otros anticuerpos especificos de CD37 que han sido
descritos incluyen RFB-7, Y29/55, MB-1, M-B371, M-B372 e IPO-24. VVéase, Moldenhaurer, J. Biol., Regul. Homeost.
Agents, 14: 281-283 (2000), que establece que todos estos anticuerpos reconocen solo un epitopo de CD37.
Schwartz-Albiez et al., 14: 905-914 (1988) indican que el epitopo esta situado en el resto de carbohidrato de la
CD37. Otro anticuerpo especifico de CD37 es S-B3 (Biosys).

Las patentes y publicaciones de patente que describen anticuerpos de CD20 incluyen las Patentes de EE.UU. N°
5.776.456, 5.736.137, 6.399.061 y 5.843.439, asi como las solicitudes de patente de EE.UU. N° US
2002/0197255A1 y US 2003/0021781A1 (Anderson et al.); la Pat. de EE.UU. N° 6.455.043B1 y WO00/09160 (Girillo-
Lopez, A.); WO00/27428 (Grillo-Lopez y White); WO00/27433 (Grillo-Lopez y Leonard); WO00/44788 (Braslawsky et
al.); WO01/10462 (Rastetter, W.); WO01/10461 (Rastetter y White); WO01/10460 (White y Grillo-Lopez); solicitud de
patente de EE.UU. N° US2002/0006404 y WO02/04021 (Hanna y Hariharan); solicitud de patente de EE.UU. N°
US2002/0012665 A1 y WOO01/74388 (Hanna, N.); solicitud de patente de EE.UU. N° US2002/0009444A1, y
WO01/80884 (Grillo-Lopez, A.); WO01/97858 (White, C.); solicitud de patente de EE.UU. N° US2002/0128488A1 y
WO02/34790 (Reff, M.); WO02/060955 (Braslawsky et al.); WO02/096948 (Braslawsky et al.); WO02/079255 (Reff y
Davies); Patente de EE.UU. N° 6.171.586B1, y W098/56418 (Lam et al.); WO98/58964 (Raju, S.); W099/22764
(Raju, S.); W099/51642, Patente de EE.UU. N° 6.194.551B1, Patente de EE.UU. N° 6.242.195B1, Patente de
EE.UU. N° 6.528.624B1 y Patente de EE.UU. N° 6.538.124 (Idusogie et al.); WO00/42072 (Presta, L.); WO00/67796
(Curd et al.); WO01/03734 (Grilio-Lopez et al.); solicitud de patente de EE.UU. N° US 2002/0004587A1 y
WOO01/77342 (Miller y Presta); solicitud de patente de EE.UU. N° US2002/0197256 (Grewal, |.); Patentes de EE.UU.
N° 6.090.365B1, 6.287.537B1, 6.015.542, 5.843.398 y 5.595.721, (Kaminski et al.); Patentes de EE.UU. N°
5.500.362, 5.677.180, 5.721.108 y 6.120.767 (Robinson et al.); Patente de EE.UU. N° 6.410.391B1 (Raubitschek et
al.); Patente de EE.UU. N° 6.224.866B1 y WO00/20864 (Barbera-Guillem, E.); WO01/13945 (Barbera-Guillem, E.);
WO00/67795 (Goldenberg); WO00/74718 (Goldenberg y Hansen); WO00/76542 (Golay et al.); WO01/72333 (Wolin
y Rosenblatt); Patente de EE.UU. N° 6.368.596B1 (Ghetle et al.); solicitud de patente de EE.UU. N°
US2002/0041847A1, (Goldenberg, D.); solicitud de patente de EE.UU. N° US2003/0026801A1 (Weiner y Hartmann);
WO002/102312 (Engleman, E.). Véase también, patente de EE.UU. N° 5.849.898 y solicitud de patente EP N°
330.191 (Seed et al.); patente de EE.UU. N° 4.861.579 y EP332.865A2 (Meyer y Weiss); y W095/03770 (Bhat et
al.).

El rituximab ha sido aprobado para uso clinico en humanos como Rituxan®. Se considera que el Rituxan® es una
molécula de unién especifica a CD20 de la invencién.

Se considera que los productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIPs) son un tipo de moléculas de
unioén de la invencion. Los métodos para preparar SMIPs han sido descritos previamente en la solicitud de patente
de EE.UU. n° 10/627.556 y en las Publicaciones de Patente de EE.UU. 20030133939, 20030118592 vy
20050136049. Los SMIPs son nuevas proteinas de fusién de inmunoglobulina-dominio de unién que generalmente
presentan un dominio de unién para una estructura semejante tal como un antigeno, un contrarreceptor o similar, un
polipéptido de regidon de bisagra de 1gG1, IGA o IgE, o un polipéptido de region de bisagra de IgG1 mutante que
tiene cero, uno o dos residuos de cisteina, y dominios de inmunoglobulina CH2 y CH3. En una realizacion, la
molécula de dominio de unién tiene uno o dos residuos de cisteina (Cys) en la regién de bisagra. En una realizacion
relacionada, cuando la molécula de dominio de unidon comprende dos residuos Cys, la primera Cys, que participa en
la unién entre la cadena pesada y la cadena ligera, no es eliminada o sustituida por un aminoacido.

Se contempla que el dominio de unién de moléculas utiles en los métodos de la invencién tenga una o mas regiones
de unidn, tal como regiones de union de cadena ligera variable y regiones de unidon de cadena pesada derivadas de
uno o mas miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tal como una inmunoglobulina. Ademas, estas
regiones estan separadas habitualmente por péptidos de enlace, que pueden ser cualquier péptido de enlace
conocido en la técnica que sea compatible con el dominio o region que participe en la unién dentro de una molécula
de union. Los ejemplos de enlaces son ligandos basados en la estructura de ligando GlysSer, tal como (GlysSer),,
donde n=1-5. Las moléculas para uso en los métodos de la invencion también contienen suficiente secuencia de
aminoacido derivada de una regidon constante de una inmunoglobulina para proporcionar una funcién efectora,
preferiblemente ADCC y/o CDC. Por tanto, las moléculas tendran una secuencia derivada de un dominio CH2 de
una inmunoglobulina o dominios CH2 y CH3 derivados de una o mas inmunoglobulinas. Los SMIPs tienen capacidad
para ADCC y/o CDC, pero su capacidad para formar multimeros enlazados por puentes de disulfuro esta
comprometida.

La descripcion incluye polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados que exhiben una identidad de al
menos el 80 por ciento con respecto al polipéptido establecido en la SEQ ID NO: 2, donde el polipéptido de SMIP
especifico de CD37 humanizado se une a CD37. En un aspecto, los polipéptidos de SMIP especificos de CD37
humanizados comprenden cualquier secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 48 y 52. En otro aspecto, los polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados comprenden al menos
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una modificacion de aminoacido en una region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada del
grupo que consiste en: CDR1 de cadena ligera, CDR1 de cadena pesada, CDR2 de cadena ligera, CDR2 de cadena
pesada, CDR3 de cadena ligera y CDR3 de cadena pesada.

En una realizacion, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR1
de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 (RASENVYSYLA). La descripcion
también incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR1 de la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62 (RTSENVYSYLA). La invenciéon ademas incluye un
polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR1 de la cadena pesada comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 63 (GYNMN).

En otra realizacion, la invencion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR2 de
la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64 (FAKTLAE). La invencion también
incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR2 de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 65 (NIDPYYGGTTYNRKFKG).

En una realizacién adicional, la invencién incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la
CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 66 (QHHSDNPWT). La
invencion ademas incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR3 de la cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 67 (SVGPFDY). La invencion ademas incluye un
polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 68 (SVGPFDS). La descripcion también incluye un polipéptido de SMIP especifico
de CD37 humanizado, donde la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 69 (SVGPMDY).

En otro aspecto, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que comprende al
menos uno, al menos dos o al menos tres secuencia(s) de las secuencias de aminoacidos de CDR de cadena ligera
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 61, 62, 64 y 66. En otra realizacion, la descripcion incluye
un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que comprende una secuencia de aminoacidos de CDR1
de cadena ligera de SEQ ID NOS: 61 6 62, o una variante de las mismas en la que uno o dos aminoacidos de SEQ
ID NOS: 61 6 62 ha sido cambiado; una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 64 , o
una variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 64 ha sido cambiado; y una secuencia de
aminoacidos de CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 66 , o una variante de la misma en la que uno o dos
aminoacidos de SEQ ID NO: 66 ha sido cambiado.

En otro aspecto adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que
comprende al menos uno, al menos dos o al menos tres de las secuencias de aminoacidos de CDR de cadena
pesada seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 63, 65 y 67-69. En una realizacion adicional, la
descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que comprende una secuencia de
aminoacidos de CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 63 , o una variante de la misma en la que uno o dos
aminoacidos de SEQ ID NO: 63 ha sido cambiado; una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada de
SEQ ID NO: 65, o una variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 65 ha sido cambiado;
y una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS:
67-69, o una variante de las mismas en la que uno o dos aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NOS: 67-69 han
sido cambiados.

La descripcion también incluye polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados que comprenden al menos
una modificacion de aminoacido en una regién estructural (FR) seleccionada del grupo que consiste en: FR1 de
cadena ligera, FR1 de cadena pesada, FR2 de cadena ligera, FR2 de cadena pesada, FR3 de cadena ligera, FR3
de cadena pesada, FR4 de cadena ligera y FR4 de cadena pesada. En una realizacion, la invencién incluye un
polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la primera region estructural (FR1) de la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 70 (EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC). En otra
realizacion, la invencion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR1 de la cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 71
(EVAQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFT). En ofra realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de
SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR2 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 72 (WYQQKPGQAPRLLIY). En una realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de
SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR2 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 73 (WWVRQMPGKGLEWMG). En ofra realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de
SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 74 (GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC). En otra realizacién adicional, la descripcion
incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR3 de la cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 75 (QVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR). En otra
realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR4
de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 76 (FGQGTKVEIK). En otra
realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR4
de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 77 (WGQGTLVTVSS). En otra
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realizacion adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la FR4
de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 (WGQGTLVTVSS).

La descripcion incluye ademas polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados que comprende al menos
uno, al menos dos o al menos tres secuencia(s) de las secuencias de aminoacidos de FR de cadena ligera
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 70, 72, 74 y 76. En una realizacion, la descripcion incluye
un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que comprende una secuencia de aminoacidos de FR1 de
cadena ligera de SEQ ID NO: 70, o una variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 70 ha
sido cambiado; una secuencia de aminoacidos de FR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 72, o una variante de la
misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 72 ha sido cambiado; una secuencia de aminoacidos de
FR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 74, o una variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID
NO: 74 ha sido cambiado; y una secuencia de aminoacidos de FR4 de cadena ligera de SEQ ID NO: 76, o una
variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 76 ha sido cambiado.

Adicionalmente, la descripcion incluye polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados que comprende al
menos uno, al menos dos o al menos tres secuencia(s) de las secuencias de aminoacidos de FR de cadena pesada
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 71, 73, 75, 77 y 78. En una realizacion, la descripcion
incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que comprende una secuencia de aminoacidos de
FR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 71, o una variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID
NO: 71 ha sido cambiado; una secuencia de aminoacidos de FR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 73, o una
variante de la misma en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NO: 73 ha sido cambiado; una secuencia de
aminoacidos de FR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 75, o una variante de la misma en la que uno o dos
aminoacidos de SEQ ID NO: 75 ha sido cambiado; y una secuencia de aminoacidos de FR4 de cadena pesada de
SEQ ID NOS: 77 6 78, o una variante de las mismas en la que uno o dos aminoacidos de SEQ ID NOS: 77 6 78 ha
sido cambiado;

La descripcion también incluye una molécula de &acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido de SIMP especifico de CD37 humanizado que presenta una identidad de al
menos el 80 por ciento con respecto al polipéptido establecido en la SEQ ID NO: 2, donde el polipéptido de SMIP
especifico de CD37 humanizado se une a CD37. Dicha molécula de acido nucleico aislada puede comprender una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NOS: 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 79, 81, 83, 85 y 87. En una realizacion, la
invencion incluye vectores que comprenden dichas moléculas de acido nucleico y células hospedantes que
comprenden los vectores.

La descripcion también incluye procesos para producir los polipéptidos descritos en la presente memoria, que
comprenden cultivar las células hospedantes en condiciones adecuadas para expresar el polipéptido, y
opcionalmente aislar los polipéptidos del cultivo.

En otro aspecto adicional, la invencion incluye composiciones que comprenden los polipéptidos de SMIP especificos
de CD37 humanizados de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La descripcion incluye ademas el uso de los SMIP especificos de CD37 y de las moléculas de unién especifica a
CD37 descritas en la presente memoria en cualquiera de los métodos de la invencion. Dichos métodos incluyen el
uso de cualquiera de los SMIP especificos de CD37 y de las moléculas de uniéon especifica a CD37 que comprenden
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22,24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 80, 82, 84, 86 y 88.

En otro aspecto adicional, la descripcion incluye kits para reducir células B que comprende las composiciones de la
invencion; y protocolos para usar los kits para reducir células B. Dichos kits pueden comprender ademas una o mas
molécula(s) de union especifica a CD20. La invencion contempla que dicha molécula de unién especifica a CD20
sea TRU-015.

La descripcion también incluye polipéptidos de SMIP especificos de CD37 humanizados que comprenden una
CDR1, una CDR2 y una CDRS, que presentan una identidad de al menos el 80 por ciento con respecto al polipéptido
establecido en la SEQ ID NO: 2. Dichos polipéptidos de SMIP especificos de CD37 pueden comprender
adicionalmente un dominio estructural humano que separa la CDR1, la CDR2 y la CDRS3.

En otro aspecto, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que exhibe una
identidad de al menos el 80 por ciento con respecto al polipéptido establecido en la SEQ ID NO: 2, donde el
polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado se une a CD37 y comprende un polipéptido de regién de
bisagra que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108 110, 112, 114, 115, 116, 118, 120, 122, 124, 126 y 127.

La descripcion también contempla un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado que exhibe una
identidad de al menos el 80 por ciento con respecto al polipéptido establecido en la SEQ ID NO: 2, donde el
polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado se une a CD37 y comprende un ligando que comprende
(Gly4Ser),, dondenes 1,2, 3,4,5066.
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En otro aspecto adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la CDR1 de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
128 (RTSQNVYSYLA), 129 (RTSESVYSYLA), 130 (RASQSVYSYLA), 131 (RASQSVSSYLA) y 132
(RASQSVSYYLA). En ofra realizacion, la invencioén incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la
CDR1 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NOS: 133 (SYMNM) y 134 (SYWIG). En una realizacion adicional, la invencion incluye un polipéptido de
SMIP especifico de CD37, donde la CDR2 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 135 (AASSLQS), 136 (GASTRAT) y 137 (DASNRAT). En
otra realizacion adicional, la invencion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la CDR2 de la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
138 (IIYPGDSDTRYSPSFQG) y 139 (RIDPSDSYTNYSPSFQG).

La descripcion también incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37 humanizado, donde la CDR3 de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 220 (QHHSDNPWT). En otra realizacion,
la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la CDR3 de la cadena pesada comprende
la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 211 (SVGPMDY), 212
(SVGPFDY), 213 (SVGPMDV), 214 (SVGPFDS), 215 (SVGPFDP), 216 (SVGPFQH), 217 (SVGPFDV), 218
(SVGPFDI) y 219 (SVGPFDL).

En un aspecto adicional, la descripcién incluye polipéptidos de SMIP especificos de CD37 con regiones estructurales
alternativas. En un aspecto, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la FR1 de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
170-181. En otra aspecto, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la FR1 de la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
140-146. En otro aspecto adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la FR2
de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 182-193. En otra aspecto mas, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la
FR2 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 147-153. En un aspecto adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde
la FR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 194-205. En otra aspecto mas, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la
FRS3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 154-160. En un aspecto adicional, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde
la FR4 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 206-210. En otra aspecto mas, la descripcion incluye un polipéptido de SMIP especifico de CD37, donde la
FR4 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 161-169.

Los ejemplos de SMIPs especificos de CD37 utiles en la descripcion incluyen, aunque sin limitacion: G28-1 scFv
(SSS-S) H WCH2 WCH3, consiste en un Fv de cadena sencilla de G28-1 en el que los tres residuos de cisteina de
las regiones de conexion o de bisagra se han mutado a residuos de serina, y dominios CH2 y CH3 naturales; G28-1
scFv IgAH WCH2 WCH3, que comprende una bisagra de IgA y dominios de IgG1 naturales (WT, del inglés "wild-
type"); G28-1 scFv VHL11S (SSS-S) H WCH2 CHS3 en el que los tres residuos de cisteina de las regiones de
conexion y de bisagra se han mutado a residuos de serina y la leucina de la posicion 11 de la region variable de
cadena pesada se ha sustituido por una serina; G28-1 scFv VH L11S (CSS-S) H WCH2 CH3, en el que los residuos
de cisteina fueron sustituidos en la segunda y tercera posiciones por serina; G28-1 scFv VHL11S (CSC-S) H WCH2
CH3, en el que los residuos de cisteina fueron sustituidos en la segunda posicién por serina; G28-1 scFv VH11S
(SSC-P) H WCH2 WCH3 (denominado en la presente memoria TRU-016), en el que el primer y el segundo residuos
de cisteina de las regiones de conexion y de bisagra han sido mutados a residuos de serina, y la leucina de la
posicion 11 de la regién variable de cadena pesada ha sido sustituida por una serina; G28-1 scFv VH11S (SCS-S) H
WCH2 WCH3, en el que el primer y el tercer residuos de cisteina de las regiones de bisagra han sido mutados a
residuos de serina; G28-1 scFv VHL11S (CCS-P) H WCH2 WCH3, en el que el tercer residuo de cisteina de la
region de bisagra ha sido sustituido por una serina; G28-1 scFv VHL11S (SCC-P) H WCH2 WCH3, en el que la
primera cisteina ha sido sustituida por una serina; G28-1 scFv VH L11S mIg CH2 CH3 CH4, que comprende las
regiones CH 2-4 de IgE de ratdn en las que la leucina de la posicion 11 de la regién variable de cadena pesada ha
sido sustituida por una serina; G28-1 scFv VH L11S mIgA WIgACH2 T4CH3, que comprende una bisagra de IgA de
ratbn con un CH2 de IgA natural y un dominio CH3 de IgA truncado que carece de los aminoacidos
carboxiterminales GTCY; G28-1 scFv VHL11S hig CH2 CH3 CH4, que comprende regiones CH de IgE en las que
la leucina de la posicion 11 de la region variable de cadena pesada ha sido sustituida por una serina; y G28-1 scFv
VHL11S higAH WIGACH2 TCH3, que comprende una bisagra de IgA, un CH2 de IgA natural y un CH2 de IgA
truncado y un dominio CH3 de IgA truncado que carece de los aminoacidos carboxi GTCY.

Los ejemplos de SMIPs especificos de CD20 utiles en la descripcion incluyen los SMIPs derivados del anticuerpo
monoclonal anti-CD20 2H7 descrito en las Publicaciones de Patente de EE.UU. 2003133939 y 20030118592. Los
SMIPs incluyen 2H7scFv-Ig o un derivado suyo. Los derivados incluyen CytoxB-MHWTG1C, que es un dominio de
Fc de IgG1 humana y un dominio de bisagra de IgG1 mutante; El CytoxB-MHMG1C, que comprende un dominio Fc
mutado; el MG1H/MG1C, que comprende un receptor Fc con un residuo de leucina 234 mutado; el CytoxB-
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IgAHWTHG1C, que comprende una porcion de la bisagra de IgA humana fusionada a dominio Fc humano natural; el
2H7 scFv-llama IgG1, que comprende la bisagra de llama IgG1 y regiones CH2CH3, el 2H7 scFv-llama IgG2, que
comprende la bisagra llama 1gG2 y regiones CH2CH3; el 2H7 scFv-llama 1gG3, que comprende la bisagra llama
IgG3 y regiones CH2CHS3.

El 2H7 scFv MTH (SSS) WTCH2CH3, en el que los tres residuos de cisteina de las regiones de conexion o de
bisagra estan mutados a residuos de serina, y los dominios naturales CH2 y CH3; el 2H7 scFv MTH (SSC), en el
que los dos primeros residuos de cisteina se sustituyeron por residuos de serina; el 2H7 scFv MTH (SCS), en el que
la primera y tercera cisteinas se sustituyeron por residuos de serina; el 2H7 scFv MTH (CSS) WTCH2CHS3, en el que
los residuos de cisteina se sustituyeron en la segunda y tercera posiciones por serina; el 2H7 scFv VH11SER IgG
MTH (SSS) WTCH2CH3, en el que la leucina de la posiciéon 11 de la region variable de cadena pesada esta
sustituida por serina; El 2H7 scFv IgA hinge-IgG1 CH2-CH3, que comprende una regidon de bisagra (en inglés
"hinge") de IgA y dominios de IgG1 WT. El 2H7 scFv IgA hinge-CH2-CH3, que comprende regiones de bisagra de
IgA y CH2-3; El 2H7 IgAWH IgACH2-T4CH3, que comprende una bisagra de IgA, un CH2 de IgA natural y un
dominio CH3 de IgA truncado que carece de los 4 aminoacidos carboxi GTCY.

Los derivados con mutaciones en la region CH3 de IgG incluyen 2H7 scFv MTH WTCH2 MTCH3 Y405, en el que el
residuo de fenilalanina de la posiciéon 405 (numeracion segun Kabal et al., ver anterior) se ha sustituido por tirosina;
2H7 scFv MTH WTCH2 MTCH3 A405, en el que la fenilalanina de la posiciéon 405 se ha sustituido por una alanina;
scFv MTH WTCH2 MTCH3 A407, en el que el residuo de tirosina de la posicién 407 se ha sustituido por una alanina;
scFv MTH WTCH2 MTCH3 Y405A407, que comprende las dos mutaciones; y sckFv MTH WTCH2 MTCH3 A405A407
que comprende dos mutaciones.

2H7 scFv MTH (CCS) WTCH2CH3 es una construccion en la que el tercer residuo de cisteina de la region de
bisagra de IgG1 se ha sustituido por un residuo de serina. El SMIP 2H7 scFv IgG MTH (SSS) MTCH2WTCH3
comprende una bisagra mutante (MT (SSS)) y un dominio CH2 mutante en el que el residuo 238 (segun Ward et al.)
ha sido sustituido por una serina.

Los derivados de 2H7scFv-Ig también incluyen mutantes de scFv 2H7 con mutaciones puntuales en la regiéon de
cadena variable pesada. Las siguientes construcciones comprenden todas mutaciones en las que la leucina de la
posicion 11 de la regién variable de cadena pesada se ha sustituido por serina: 2H7 scFv VH11SER IgG MTH (SSS-
S) WTCH2CH3, 2H7scFv VHL11S (CSS-S) H WCH2 WCH3, que comprende una region de bisagra mutada como se
ha indicado antes; 2H7scFv VHL11S (CSC-S) H WCH2 WCH3 que comprende una region de bisagra mutada como
se ha indicado antes; 2H7 scFv VHL11S IgAH IgACH2 T4CH3, comprende la bisagra de IgA, CH2 de IgA WT y CH3
de IgA truncado; 2H7 scFv VHL11 S IgECH2 CH3 CH4, que comprende las regiones CH 2-4 de IgE; 2H7 VHL11S
scFv (SSS-S) IgECH3CH4, que comprende una region de bisagra mutada y las regiones CH3 y CH4 de IgE; 2H7
scFv VH L11S mIge CH2 CH3 CH4, que comprende regiones de IgE de ratén; 2H7 scFv VH L11S migAH WIGACH2
T4CH3 comprende las mutaciones descritas anteriormente y una region constante de IgA de raton que consiste en
una region de CH2 natural y una region de CH3 mutada; 2H7 scFv VH L11S (SSS-S) H K322S CH2 WCH3
comprende una mutacion en la region de CH2 de IgG1 humana en el residuo 322, donde la lisina se ha cambiado
por serina; 2H7 scFv VH L11 S (CSS-S) H K322S CH2 WCH3 comprende una region de bisagra mutada como se ha
descrito anteriormente, y una region de CH2 mutada como se ha descrito previamente; 2H7 scFv VH L11S (SSS-S)
H P331S CH2 WCH3, comprende una region de bisagra mutada como se ha descrito anteriormente, y una region
CH2 mutada en la que la prolina del residuo 331 se ha cambiado por una serina; 2H7 scFv VH L11S (CSS-S) H
P331S CH2 WCH3 comprende una region de bisagra mutada y una mutacién de prolina a serina en el residuo 331
de la region CH2; 2H7 scFv VH L11S (SSS-S) H T256N CH2 WCH3, comprende una region de bisagra mutada y
una mutacion de treonina a asparagina en el residuo 256 de la region CH2; 2H7 scFv VH L11S (SSS-S) H
RTPE/QNAK (255-258) CH2 WCH3, comprende una regioén de bisagra mutada y una serie de mutaciones en la que
los residuos 255-258 han sido mutados de arginina, treonina, prolina, acido glutdmico a glutamina, asparaginas,
alanina y lisina, respectivamente; 2H7 scFv VH L11S (SSS-S) H K290Q CH2 WCH3, comprende una region de
bisagra mutada y un cambio de lisina a glutamina en la posicion 290; 2H7 scFv VH L11 S (SSS-S) H A339P CH2
WCH3, comprende una region de bisagra mutada y un cambio de alanina por prolina en la posicion 339; el SMIP
2H7 scFv (SSS-S) H P238SCH2 WCH3, comprende una region de bisagra mutada y un cambio de prolina a serina
en la posicion 238 en CH2, que es el mismo que 2H7 scFv IgG MTH (SSS) MTCH2WTCH3. 2H7 scFv IgAH
IGAHCH2 T18CH3 comprende una bisagra de IgA natural y una region CH2 y una region CH3 con un truncamiento
de 18 aminoacidos en el extremo carboxi.

Una molécula de unién de la descripcion puede comprender un dominio extracelular nativo o modificado por
ingenieria de otra proteina que mejore la actividad de la molécula de unién. En una realizaciéon, el dominio
extracelular se selecciona del grupo que consiste en CD154 y CTLAA4.

Una "combinacion sinérgica" de moléculas de union especificas de CD37 y moléculas de union especificas de CD20
es una combinacién que tiene un efecto que es mayor que la suma de los efectos de las moléculas de union cuando
se administran solas.

En un aspecto de los usos de la invencion, las moléculas de unién se administran en una o mas composiciones
farmacéuticas. Para administrar las moléculas de uniéon a humanos o animales de ensayo, es preferible formular las
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moléculas de unién en una composiciéon que comprenda uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. La
frase "farmacéuticamente o farmacolégicamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que
no producen reacciones alérgicas, o adversas de otro tipo, cuando se administran usando rutas bien conocidas en la
técnica, tal como se describe mas adelante. Los "vehiculos farmacéuticamente aceptables” incluyen cualquiera y
todos los disolventes utiles clinicamente, medidos de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y de retardo de absorcion, y otros similares.

Ademas, los compuestos pueden formar solvatos con agua o disolventes organicos comunes. Dichos solvatos
también son contemplados.

Las composiciones de molécula de unién pueden administrarse oralmente, tdpicamente, transdermalmente,
parenteralmente, mediante aerosol para inhalacién, vaginalmente, rectalmente o por inyeccién intracraneal. El
término parenteral tal como se usa en la presente memoria incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas,
intramusculares, inyeccion intracisternal, o técnicas de infusion. También se contempla la administracion por
inyeccion intravenosa, intradermal, intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar
y por implante quirdrgico en un sitio particular. Generalmente, las composiciones estan esencialmente libres de
pirégenos, asi como de otras impurezas que podrian ser dafiinas para el receptor. Se prefiere la inyeccion,
especialmente intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion que contienen moléculas de unién usadas de acuerdo a
la invencidon pueden contener vehiculos o aditivos farmacéuticamente aceptables dependiendo de la ruta de
administracion. Los ejemplos de dichos vehiculos o aditivos incluyen agua, un disolvente organico
farmacéuticamente aceptable, polivinil alcohol, polivinilpirrolidona, un polimero de carboxivinilo, carboximetilcelulosa
sédica, poliacrilico sodico, alginato sodico, dextrano soluble en agua, carboximetil almidon sédico, pectina,
metilcelulosa, etilcelulosa, goma de xantano, goma arabiga, caseina, gelatina, agar, diglicerina, glicerina,
propilenglicol, polietilenglicol, vaselina, parafina, alcohol de estearilo, acido estearico, albumina de suero humana
(HSA), manitol, sorbitol, lactosa, un tensioactivo farmacéuticamente aceptable, y otros similares. Los aditivos usados
se eligen, sin limitacién, entre los anteriores o combinaciones de los mismos, segun sea apropiado, dependiendo de
la forma de dosis de la presente invencion.

La formulacion de la composicion farmacéutica variara segun la ruta de administracion seleccionada (p.ej.,
disolucion, emulsion). Una composicion apropiada que comprende el anticuerpo a administrar se puede preparar en
un vehiculo o portador fisioldgicamente aceptable. Para disoluciones o emulsiones, los vehiculos adecuados
incluyen, por ejemplo, disoluciones, emulsiones o suspensiones acuosas o alcohdlicas/acuosas, que incluyen medio
salino y tamponado. Los vehiculos parenterales pueden incluir disolucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro sédico, aceite de Ringer lactado o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos pueden incluir diversos
aditivos, conservantes, o rellenos fluidos, de nutrientes o de electrolitos.

Una variedad de vehiculos acuosos, p.ej. agua, agua tamponada, salino al 0,4%, glicina al 0,3%, o suspensiones
acuosas pueden contener el compuesto activo con excipientes adecuados para la fabricacién de suspensiones
acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspension, por ejemplo carboximetilcelulosa, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sddico, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arabiga; agentes
dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido natural, por ejemplo lecitina, o productos de condensacion de
un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacion de
oxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de
condensacion de oxido de etileno con ésteres parciales procedentes de acidos grasos y un hexitol tal como
monooleato de polioxietilen sorbitol, o productos de condensacion de o6xido de etileno con ésteres parciales
derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polietilen sorbitan. Las suspensiones
acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo de etilo, o n-propilo, p-hidroxibenzoato.

Las composiciones de molécula de union pueden liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse en un vehiculo
apropiado antes de su uso. Se ha demostrado que esta técnica es efectiva con inmunoglobulinas convencionales.
Se puede emplear cualquier técnica de liofilizacion y reconstitucion. Cabe destacar para los especialistas en la
técnica que la liofilizacion y la reconstitucion pueden conducir a grados variables de pérdida de actividad de los
anticuerpos y que se pueden tener que ajustar los niveles de uso para compensarlo.

Los polvos dispersables y granulos adecuados para la preparacién de una suspension acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan el compuesto activo mezclado con un agente dispersante o humectante, un agente de
suspension y uno o mas conservantes. Los ejemplos de agentes dispersantes o humectantes y de agentes de
suspension adecuados estan entre los mencionados anteriormente.

La concentracion de molécula de union en estas formulaciones puede variar ampliamente, por ejemplo se
seleccionara desde menos de aproximadamente 0,5%, habitualmente al menos aproximadamente 1% y como
mucho 15 6 20% en peso en base principalmente a los volimenes de fluido, las viscosidades, etc., de acuerdo al
modo concreto de administracién seleccionado. Por tanto, se podria preparar una composicién farmacéutica tipica
para inyeccion parenteral que contenga 1 mL de agua tamponada esterilizada, y 50 mg de anticuerpo. Se podria
preparar una composicion tipica para infusion intravenosa que contenga 250 mL de disoluciéon esterilizada de
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Ringer, y 150 mg de anticuerpo. Los métodos finales para la preparacion de composiciones administrables
parenteralmente seran conocidos o resultaran evidentes para los especialistas en la técnica, y se describe con mas
detalle, por ejemplo, en "Remington's Pharmaceutical Science", 152 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa.
(1980). Una dosis efectiva de anticuerpos se encuentra en el intervalo de 0,01 mg a 1000 mg por kg de peso
corporal por administracion.

Las composiciones farmacéuticas pueden encontrarse en la forma de una suspension acuosa oleaginosa inyectable
esterilizada, dispersiones o polvos esterilizados para la preparacién extemporanea de disoluciones o dispersiones
esterilizadas inyectables. La suspension puede formularse segin las técnicas conocidas usando los agentes
dispersantes o humectantes y de suspension adecuados que se han mencionado anteriormente. La preparacion
inyectable esterilizada también puede ser una disolucién o suspension inyectable esterilizada en un diluyente o
disolvente no toxico aceptable parenteralmente, por ejemplo una disolucién en 1,3-butanodiol. El vehiculo puede ser
un disolvente o un medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, disolucion
de Ringer y disolucion de cloruro sdédico isotonica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos
esterilizados como disolvente o medio de suspension. Para este propdsito se puede emplear cualquier aceite fijo
suave, que incluye mono o diglicéridos sintéticos. Adicionalmente, acidos grasos tales como el acido oleico tienen
uso en la preparacion de inyectables.

En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto que se pueda manejar facilmente con
una jeringa. El grado apropiado de fluidez se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal
como lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en caso de dispersién y mediante el uso de
tensioactivos. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse frente a la
accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. La prevencién de la accion de
microorganismos se puede lograr con diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sérbico, timesoral, y similares. En muchos casos, sera deseable incluir agentes isoténicos,
por ejemplo, azucares o cloruro sddico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr
mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasen la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Las composiciones utiles para administracién se pueden formular con potenciadores de la captacién o la absorcion
para aumentar su eficacia. Dichos potenciadores incluyen, por ejemplo, salicilato, glicocolato/linolato, glicolato,
aprotinina, bacitracina, SDS, caprato y similares. Véase, p.gj., Fix (J. Pharm. Sci., 85: 1282-1285, 1996) y Oliyai y
Stella (Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32: 521-544, 1993).

Adicionalmente, las propiedades de hidrofilicidad e hidrofobicidad de las composiciones contempladas para uso en
la invencion estan bien equilibradas, potenciando con ello su utilidad para usos tanto in vitro como, especialmente, in
vivo, ya que otras composiciones que carecen de dicho equilibrio tienen una utilidad sustancialmente menor.
Especialmente, las composiciones contempladas para uso en la invencion tienen un grado apropiado de solubilidad
en medios acuosos, lo que permite la absorcion y la biodisponibilidad en el cuerpo, mientras que también presentan
un grado de solubilidad en lipidos que permite a los compuestos atravesar la membrana celular hacia un sitio
putativo de accion. Por tanto, las composiciones de anticuerpos contempladas tienen un maximo de efectividad
cuando se administran al sitio de actividad de antigeno diana.

En un aspecto, los usos de la invencion incluyen una etapa de administracion de una composicién de molécula de
union.

Los usos de la invencion se llevan a cabo usando cualquier medio aceptado médicamente para introducir un agente
terapéutico directa o indirectamente en un individuo mamifero, que incluye, aunque sin limitacién, inyecciones,
ingestion oral, administracion intranasal, topica, transdermal, parenteral, aerosol de inhalacién, vaginal o rectal. El
término parenteral tal como se usa en la presente memoria incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas,
intramusculares e intracisternales, asi como técnicas de catéter e infusién. También se contempla la administracion
por inyeccion intradermal, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar y/o por implante
quirdrgico en un sitio particular.

En una realizacion, la administracion se lleva a cabo en el sitio de un cancer o tejido afectado que necesite
tratamiento por inyeccion directa en el sitio o a través de un mecanismo de administracion sostenida o liberacion
sostenida, que puede administrar internamente la formulacion. Por ejemplo, se pueden incluir microesferas o
capsulas biodegradables u otras configuraciones de polimeros biodegradables capaces de una administracion
sostenida de una composicion (p.ej., un polipéptido, anticuerpo o molécula pequefia solubles) en las formulaciones
de la invencién implantadas cerca del cancer.

Las composiciones terapéuticas también se pueden administrar al paciente en mdltiples sitios. Las administraciones
multiples se pueden hacer simultineamente o pueden administrarse a lo largo de un periodo de tiempo. En
determinados casos es beneficioso proporcionar un flujo continuo de la composicion terapéutica. Se puede
administrar una terapia adicional con una periodicidad, por ejemplo, horaria, diaria, semanal o mensual.
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Las composiciones de moléculas de unién para uso en la invencién pueden comprender una, o pueden comprender
mas de una, moléculas de unién. También se contempla en la presente invencién la administracion de
composiciones de moléculas de unién en conjuncién con un segundo agente. Los agentes secundarios
contemplados por la invencidon se enumeran en los siguientes parrafos.

Un segundo agente puede ser una molécula asociada a células B. Otras moléculas asociadas a células B
contempladas por la invencion incluyen moléculas de unién que se unen a moléculas de superficie de células B que
no son CD37 o CD20. Las moléculas asociadas a células B incluyen, aunque sin limitacion, CD19 (antigeno CD19
de linfocitos B, también denominado antigeno B4 de superficie de linfocito B, o Leu-12), CD21, CD22 (receptor CD22
de células B, también denominado Leu-14, molécula de adhesion a célula de linfocito B, o BL-CAM), CD23, CD40
(antigeno CD40 de superficie de células B, también denominado miembro n°5 de la superfamilia de receptores de
Factor de Necrosis Tumoral, receptor CD40L, o Bp50), CD80 (antigeno CD80 de activacion de linfocitos T, también
denominado antigeno de activacion B7-1, B7, B7-1 o BB1), CD86 (antigeno CD86 de activacion de linfocitos T,
también denominado antigeno de activacion B7-2, B70, FUN-1 o BU63), CD137 (también denominado miembro n°9
de la superfamilia de receptores de Factor de Necrosis Tumoral), CD152 (también denominado proteina 4 de
linfocito T citotoxico o CTLA-4), L6 (antigeno L6 asociado a tumor, también denominado miembro n°1 de
superfamilia de Transmembrana 4, marcador 1 de superficie de componente de Membrana, o M3S1), CD30
(antigeno CD30 de activacion de linfocitos, también denominado miembro n°8 de la superfamilia de receptor de
Factor de Necrosis Tumoral, receptor CD30L o Ki-1), CD50 (también denominado molécula-3 de adhesion
intercelular (ICAM3) o ICAM-R), CD54 (también denominado molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM1) o receptor
de rinovirus de grupo principal), B7-H1 (ligando de un receptor inmunoinhibidor expresado por células T, células B y
células mieloides activadas, también denominado PD-L1; véase Dong, et al., "B7-H1, a third member of the B7
family, co-stimulates T-cell proliferation and interleukin-10 secretion,” Nat. Med., 5: 1365-1369 (1999), CD134
(también denominado miembro n°4 de la superfamilia de receptor de Factor de Necrosis Tumoral; OX40, receptor
OX40L, antigeno ACT35 o receptor de glicoproteina 1 activado transcripcionalmente de TAX), 41BB (receptor de
ligando 4-1BB, antigeno de células T 4-1BB o antigeno de células T ILA), CD153 (también denominado miembro n°8
de la superfamilia de ligandos de Factor de Necrosis Tumoral, ligando CD30 o CD30-L), CD154 (también
denominado miembro n°5 de la superfamilia de ligandos de Factor de Necrosis Tumoral, proteina de activacion
relacionada con TNF, TRAP, o antigeno Gp39 de antigeno de células T) y receptores Toll. La lista anterior de dianas
de construccion y/o antigenos de dianas solamente es un ejemplo no siendo exhaustiva.

Las citocinas y los factores de crecimiento son agentes secundarios contemplados en la invencion e incluyen, sin
limitaciéon, uno o mas de TNF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15,
IL-16, IL-17, IL-18, IFN, G-CSF, Meg-CSF, GM-CSF, trombopoiteina, factor de células madre y eritropoietina. Las
composiciones farmacéuticas de acuerdo a la invencion también pueden incluir otras angiopoietinas conocidas, por
ejemplo Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y y/o el polipéptido de tipo angiopoietina humana, y/o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). Los factores de crecimiento para uso en las composiciones farmacéuticas de la
invencion incluyen angiogenina, proteina-1 morfogénica dsea, proteina-2 morfogénica dsea, proteina-3 morfogénica
Osea, proteina-4 morfogénica Osea, proteina-5 morfogénica o6sea, proteina-6 morfogénica Osea, proteina-7
morfogénica 6sea, proteina-8 morfogénica 6sea, proteina-9 morfogénica 6sea, proteina-10 morfogénica 6sea,
proteina-11 morfogénica o6sea, proteina-12 morfogénica Osea, proteina-13 morfogénica o6sea, proteina-14
morfogénica ésea, proteina-15 morfogénica ésea, receptor IA de proteina morfogénica dsea, receptor IB de proteina
morfogénica Osea, factor neurotréfico derivado de cerebro, factor neutréfico ciliar, receptor a de factor neutrofico
ciliar, factor 1 quimiotactico neutréfilo inducido por citocina, factor 2a quimiotactico neutréfilo inducido por citocina,
factor 2B quimiotactico neutréfilo inducido por citocina, factor de crecimiento celular endotelial 8, endotelina 1, factor
de crecimiento epidérmico, atractor de neutréfilo derivado de epitelio, factor 4 de crecimiento de fibroblasto, factor 5
de crecimiento de fibroblasto, factor 6 de crecimiento de fibroblasto, factor 7 de crecimiento de fibroblasto, factor 8
de crecimiento de fibroblasto, factor 8b de crecimiento de fibroblasto, factor 8c de crecimiento de fibroblasto, factor 9
de crecimiento de fibroblasto, factor 10 de crecimiento de fibroblasto, factor acido de crecimiento de fibroblasto,
factor basico de crecimiento de fibroblasto, receptor a1 de factor neutréfico derivado de linea celular glial, receptor
a2 de factor neutréfico derivado de linea celular glial, proteina relacionada con el crecimiento, proteina a relacionada
con el crecimiento, proteina (B relacionada con el crecimiento, proteina y relacionada con el crecimiento, factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina, factor de crecimiento de hepatocito, receptor de factor de crecimiento
de hepatocito, factor | de crecimiento de tipo insulina, receptor de factor de crecimiento de tipo insulina, factor Il de
crecimiento de tipo insulina, proteina de unién a factor de crecimiento de tipo insulina, factor de crecimiento de
queratinocito, factor inhibidor de leucemia, receptor a de factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento de
nervio, receptor de factor de crecimiento de nervio, neurotrofina-3, neurotrofina-4, factor de crecimiento de placenta,
factor 2 de crecimiento de placenta, factor de crecimiento de célula endotelial derivado de plaqueta, factor de
crecimiento derivado de plaqueta, cadena A de factor de crecimiento derivado de plaqueta, factor AA de crecimiento
derivado de plaqueta, factor AB de crecimiento derivado de plaqueta, cadena B de factor de crecimiento derivado de
plaqueta, factor BB de crecimiento derivado de plaqueta, receptor a de factor de crecimiento derivado de plaqueta,
receptor B de factor de crecimiento de plaqueta, factor estimulante de crecimiento de pre-célula B, factor de célula
madre, receptor de factor de célula madre, factor a de crecimiento transformante, factor B de crecimiento
transformante, factor 1 de crecimiento transformante, factor 1.2 de crecimiento transformante, factor 2 de
crecimiento transformante, factor B3 de crecimiento transformante, factor 5 de crecimiento transformante, factor 31
de crecimiento transformante latente, proteina | de unién a factor 3 de crecimiento transformante, proteina Il de
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unién a factor B de crecimiento transformante, proteina Il de unién a factor  de crecimiento transformante, receptor
de factor de necrosis tumoral de tipo |, receptor de factor de necrosis tumoral de tipo Il, receptor de activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa, factor de crecimiento endotelial vascular, y proteinas quiméricas y fragmentos
bioldgica o inmunolégicamente activos de los mismos.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos contemplados como agentes secundarios incluyen, aunque sin
limitacion, agentes alquilantes, tal como mostazas de nitrogeno (p.ej., mecloretamina, ciclofosfamida, ifosfamida,
melfalano y clorambucil); nitrosoureas (p.ej., carmustina (BCNU), lomustina (CCNU) y semustina (metil-CCNU));
etileniminas y metil-melaminas (p.ej., trietlenmelamina (TEM), trietilen tiofosforamida (tiotepa), y hexametilmelamina
(HMM, altretamina)); alquil sulfonatos (p.ej., busulfan); y triacinas (p.ej., dacabacina (DTIC)); antimetabolitos, tal
como analogos de acido folico (p.ej., metotrexato, trimetrexato y pemetrexed (antifolato multi-diana)); analogos de
pirimidina (tales como 5-fluoroacilo (5-FU), fluorodesoxiuridina, gemcitabina, citosina arabindsido (AraC, citarabina),
5-azacitidina y 2,2'-difluorodesoxicitidina); y analogos de purina (p.ej., 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina,
2'-desoxicoformicina (pentostatina), eritrohidroxinoniladenina (EHNA), fosfato de fludarabina, 2-clorodesoxiadenosina
(cladribina, 2-CdA)); inhibidores de topoisomerasa de Tipo | tales como camptotecina (CPT), topotecan e irinotecan;
productos naturales, tales como epipodofilotoxinas (p.ej., etoposide y teniposide); y alcaloides vinca (p.gj.,
vinblastina, vincristina y vinorrelbina); antibidticos anti-tumorales tales como actinomicina D, doxorrubicina y
bleomicina, radiosensibilizantes tales como 5-bromodesoxiuridina, 5-iododesoxiuridina y bromodesoxicitidina;
complejos de coordinacién de platino tales como cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, ureas sustituidas, tales como
hidroxiurea; y derivados de metilhidracina tales como N-metilhidracina (MIH) y procarbacina.

Los ejemplos no limitantes de agentes quimioterapéuticos, agentes radioterapéuticos y otros agentes activos y
auxiliares se muestran también en la Tabla 1.

TABLA1

Agentes de alquilacion

Productos naturales

Mostazas de nitrogeno

Farmacos antimitéticos

mecloretamina
ciclofosfamida
ifosfamida
melfalan

clorambucil

Nitrosoureas

Taxanos

carmustina (BCNU)
lomustina (CCNU)
semustina (metil-CCNU)

Etilenimina/Metil-melamina

trietilenmelamina (TEM)

trietilen tiofosforamida (tiotepa)

hexametilmelamina (HMM, altretamina)

Sulfonatos de alquilo

paclitaxel

Alcaloides vinca
vinblastina (VLB)
vincristina

vinorrelbina
Taxotere® (docetaxel)
estramustina

fosfato de estramustina

Epipodofilotoxinas

etoposide

teniposide

Antibidticos

busulfan

Triacinas

dacarbacina (DTIC)

Antimetabolitos

19

actimomicina D
daunomicina (rubido-micina)
doxorrubicina (adria-micina)
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Productos naturales

Mostazas de nitrogeno

Farmacos antimitéticos

Analogos de acido félico

metotrexato
Trimetrexato

Pemetrexed (antifolato multi-diana)

Analogos de pirimidina

afidicolina

Enzimas

L-asparaginasa

L-arginasa

Radiosensibilizantes

5-fluorouracilo
fluorodesoxiuridina
gemcitabina

citosina arabindsido (AraC, citarabina)

5-azacitidina

2,2'- difluorodesoxi-citidina

topotecan
irinotecan
Analogos de purina
6-mercaptopurina
6-tioguanina
azatioprina

2'-desoxicoformicina (pentostatina)

eritrohidroxinonil-adenina (EHNA) fludarabina fosfato

2-clorodesoxiadenosina (cladribina, 2-CdA)

metronidazol
misonidazol
desmetilmisonidazol
pimonidazol
etanidazol
nimorazol

RSU 1069

EO9

mitoxantrona

RB 6145

SR4233

nicotinamida
5-bromodesoxiuridina
5-iododesoxiuridina

bromodesoxicitidina

Agentes varios

Complejos de coordinacion de platino

Inhibidores de Topoisomerasa de Tipo |

camptotecina

cisplatino
Carboplatino
oxaliplatino
Antracenodiona

Urea sustituida

Modificadores de respuesta biolégica

G-CSF
GM-CSF

Agentes de diferenciacion

hidroxiurea

Derivados de metilhidracina

derivados de acido retinoico

Hormonas y antagonistas

Adrenocorticosteroides/ antagonistas

prednisona y equivalentes
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Productos naturales

Mostazas de nitrogeno

Farmacos antimitéticos

dexametasona

ainoglutetimida

Progestinas

Citocinas

caproato de hidroxiprogesterona
acetato de metoxiprogesterona

acetato de megestrol

Estrogenos

interferon (a, B, y)

interleucina-2

Fotosensibilizantes

dietilestilbestrol

etinil estradiol/ equivalentes

Antiéstrégeno

tamoxifén

Andrégenos

propionato de testosterona

fluoximesterona/equivalentes

Antiandrégenos

derivados de hematoporfirina
Photofrin®

derivados de benzoporfirina
Npe6

etioporfirina de estafio (SnET2)
feoboruro-a

bacterioclorofil-a
naftalocianinas

ftalocianinas

ftalocianinas de zinc

Radiacion

flutamide

liberador de gonadotropina

rayos-X

luz ultravioleta
radiacion gamma
luz visible

radiacion infrarroja

analogos de hormona radiacion microondas

leuprolide

Antiandrégenos no esteroideos

flutamide

Los agentes secundarios contemplados por la invencion para el tratamiento de enfermedades autoinmunes son
denominados agentes inmunosupresores, que actlan para suprimir o enmascarar el sistema inmunitario del
individuo que esta siendo tratado. Los agentes inmunosupresores incluyen, por ejemplo, farmacos antiinflamatorios
no esteroideos (NSAIDs), analgésicos, glucocorticoides, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(DMARDS) para el tratamiento de artritis, o modificadores de la respuesta biolégica. Las composiciones de la
descripcion DMARD también son Utiles para el tratamiento de muchas otras enfermedades autoinmunes ademas de
la AR.

Los ejemplos de NSAIDs se eligen del grupo que consiste en ibuprofeno, naproxeno, naproxeno sédico, inhibidores
de Cox-2 tales como Vioxx y Celebrex, y sialilatos. Los ejemplos de analgésicos se eligen del grupo que consiste en
acetaminofén, oxicodona, tramadol de hidrocloruro de proporxifén. Los ejemplos de glucocorticoides se eligen del
grupo que consiste en cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona o prednisona. Los
ejemplos de modificadores de respuesta bioldgica incluyen, aunque sin limitacion, moléculas dirigidas contra
marcadores de superficie celular (p.ej. CD4, CD5, etc.), inhibidores de citocina, tales como los antagonistas de TNF
(p-€j., etanercept (Enbrel), adalimumab (Humira) y infliximab (Remicade)), inhibidores de quimiocina e inhibidores de
molécula de adhesion. Los modificadores de respuesta bioldgica incluyen anticuerpos monoclonales, asi como
formas recombinantes de moléculas. Los ejemplos de DMARDs incluyen, aunque sin limitacion, azatioprina,
ciclofosfamida, ciclosporina, metotrexato, penicilamina, leflunomida, sulfasalacina, hidroxicloroquina, Oro [oral
(auranofin) e intramuscular] y minociclina.
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Se contempla que la composicion de molécula de unién y el agente secundario sean administrados simultaneamente
en la misma formulacion. Alternativamente, los agentes se administran en una formulacion separada pero
concurrentemente, refiriéndose la concurrencia a agentes administrados con una diferencia de a lo sumo 30
minutos.

En otro aspecto, el agente secundario se administra antes de la administracion de la composicion de la molécula de
union. Administrar antes se refiere a una administracion del agente secundario en el rango que va desde una
semana antes al tratamiento con el anticuerpo hasta 30 minutos antes de la administracion del anticuerpo. Se
contempla ademas que el agente secundario se administre a continuacion de la administracion de la composicién de
molécula de unién. La administracién a continuacion pretende indicar una administracion que se produce entre 30
minutos después del tratamiento con anticuerpo y hasta una semana después del tratamiento con anticuerpo.

Se contempla ademas que cuando la molécula de unién se administra en combinaciéon con un agente secundario,
donde el agente secundario es una citocina o un factor de crecimiento, o un agente quimioterapéutico, la
administracion también puede incluir el uso de una agente radioterapéutico o de terapia de radiacion. La terapia de
radiacion administrada en combinacion con una composicion de anticuerpo se administra segin determine el médico
al cargo, y en las dosis suministradas tipicamente a pacientes en tratamiento de cancer.

Las cantidades de molécula de union en una dosis dada variaran segun el tamafo del individuo al que se esté
administrando la terapia, asi como segun las caracteristicas del trastorno tratado. En ejemplos de tratamientos,
puede ser necesario administrar aproximadamente 1 mg/dia, aproximadamente 5 mg/dia, aproximadamente 10
mg/dia, aproximadamente 20 mg/dia, aproximadamente 50 mg/dia, aproximadamente 75 mg/dia, aproximadamente
100 mg/dia, aproximadamente 150 mg/dia, aproximadamente 200 mg/dia, aproximadamente 250 mg/dia,
aproximadamente 500 mg/dia o aproximadamente 1000 mg/dia. Las dosis también se pueden administrar en base al
peso del paciente, en una dosis de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 50 mg/kg. En una realizacion
relacionada, la molécula de unién puede administrarse en un rango de dosis de aproximadamente 0,015 a
aproximadamente 30 mg/kg. En una realizacion adicional, la molécula de unién se administra en una dosis de
aproximadamente 0,015, aproximadamente 0,05, aproximadamente 0,15, aproximadamente 0,5, aproximadamente
1,5, aproximadamente 5, aproximadamente 15 o aproximadamente 30 mg/kg.

Estas composiciones pueden administrarse en una Unica dosis o en dosis multiples. Los estudios dosis-respuesta
estandares, primero en modelos animales y después en ensayos clinicos, revelan dosis 6ptimas para estados de
enfermedad particulares y para poblaciones de pacientes particulares.

La administracion de la composicion de molécula de unién disminuye la poblacién de células B en al menos un 20%
después de una Unica dosis de tratamiento. En una realizacion, la poblacion de células B disminuye en al menos
aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60,
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90 o aproximadamente 100%. La reduccion de
células B se define como un descenso del recuento absoluto de células B por debajo del limite inferior del rango
normal. La recuperacion de células B se define como el retorno del recuento total de células B a cualquiera de las
siguientes situaciones: el 70% del valor de linea base del sujeto o del rango normal.

La administracion de moléculas de union especificas de CD20 también da como resultado un aumento de la
apoptosis en subgrupos concretos de células B. Apoptosis se refiere a la inducciéon de muerte celular programada en
una ceélula, manifestada y establecida por fragmentacion de ADN, encogimiento celular, fragmentacion celular,
formacion de vesiculas de membrana o alteracion de la composicion lipidica de la membrana, segin se determina
mediante tincién con anexina V.

Ademas, la administracién de composiciones de moléculas de unién de la invencién da como resultado efectos
clinicos deseados en la enfermedad o trastorno que esté siendo tratado. Por ejemplo, en pacientes afectados por
artritis reumatoide, en un aspecto, la administraciéon mejora la afeccion del paciente en una cantidad clinicamente
significativa [p.ej., alcanza la "American College of Rheumatology Preliminary Detection of Improvement" (ACR20)],
y/o una mejoria del 20% en articulaciones blandas e hinchadas y una mejoria del 20% en los 3/5 restantes de las
medidas ACR (Felson et al., Arthritis Rheum. 1995, 38: 727-35). Las medidas bioldgicas para determinar la mejoria
de un paciente de AR después de la administracion de moléculas de union especificas de CD37 y especificas de
CD20 incluyen la medida de cambios en los niveles de citocinas, determinados a través de los niveles de proteina o
ARN. Las citocinas de interés incluyen, aunque sin limitacién, TNF-a, IL-1, interferones, Blys y APRIL. Los cambios
de citocinas pueden deberse a una reduccién del nimero de células B o a una reduccion de células T activadas. En
pacientes de AR, los marcadores relevantes para tasa de recambio 6seo (reabsorcion o erosion éseas) se miden
antes y después de la administracion de moléculas de unién especifica a CD20. Los marcadores relevantes
incluyen, aunque sin limitacion, fosfatasa alcalina, osteocalcina, fragmentos de descomposicion de colageno,
hidroxiprolina, fosfatasa acida resistente a tartrato y ligando RANK (RANKL). Otras lecturas relevantes para la
mejoria de la AR incluyen la medicion de los niveles de proteina reactiva C (CRP), la tasa de sedimentacion de
eritrocitos (ESR), el factor reumatoide, anticuerpos CCP (péptido ciclico citrulinado) y la determinacién de los niveles
de células B sistémicas y del recuento de linfocitos mediante citometria de flujo. También se pueden medir factores
especificos procedentes del sinovio de pacientes de AR, que incluye la determinacion de los niveles de células B en
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sinovio procedente de biopsia de sinovio, los niveles de RANKL y de otros factores 6seos y citocinas indicados
anteriormente.

En un aspecto relacionado, se miden los efectos de la administraciéon de la combinacién en otras enfermedades
segun los estandares conocidos en la técnica. Por ejemplo, se contempla que los pacientes de enfermedad de
Crohn tratados segun la invencién logren una mejoria en el indice de Actividad de Enfermedad de Crohn (CDAI) en
el intervalo de aproximadamente 50 y aproximadamente 70 unidades, donde la remisiéon se da a 150 unidades
(Simonis et al, Scand. J Gastroent. 1998, 33: 283-8). Una puntuacion de 150 6 200 se considera normal, mientras
que una puntuacion de 450 se considera una puntuacion de enfermedad grave. Adicionalmente es deseable que la
administracion de las moléculas de unién especifica a CD37 y a CD20 de como resultado una reduccion de
anticuerpos anti-neutréfilos perinucleares (pANCA) y anticuerpos anti-Saccharomyces cervisiae (ASCA) en
individuos afectados por enfermedad inflamatoria del intestino.

Se contempla ademas que los pacientes de miositis adulta y juvenil tratados segun la invenciéon alcancen una
mejoria en el conjunto central de evaluaciones, tal como 3 de cada 6 mediciones de conjunto central mejoren en
aproximadamente un 20%, no empeorando mas de 2 de las mediciones centrales en aproximadamente un 25%
(véase Rider et al., Arthritis Rheum. 2004, 50: 2281-90).

También se contempla que los pacientes de SLE tratados segun la invencion alcancen una mejoria en la puntuacion
de la Medida de Actividad de Lupus Sistémico (SLAM) o del Indice de Actividad de Enfermedad SLE (SLEDAI) en al
menos 1 punto (Gladman et al, J Rheumatol 1994, 21: 1468-71) (Tan et al., Arthritis Rheum. 1982, 25: 1271-7). Una
puntuaciéon SLAM de >5, o una puntuacion SLEDAI >2, se consideran enfermedad clinicamente activa. Se puede
definir una respuesta a tratamiento como la mejoria o la estabilizacién en las 2 medidas de actividad de enfermedad
(el indice de Actividad de Enfermedad SLE [SLEDAI] y la Medida de Actividad de Lupus Sistémico) y en 2 medidas
de calidad de vida (determinacion general del paciente y la Escala de Gravedad de Fatiga de Krupp) (Petri et al.,
Arthritis Rheum. 2004, 50: 2858-68.) También se contempla que la administracion de la molécula de unién a
pacientes de SLE dé como resultado una reduccion de los anticuerpos anti-ADN de doble cadena. Alternativamente,
la mejoria se puede determinar usando los Criterios del Grupo de Determinacion de Lupus de las Islas Britanicas
(BILAG).

También se contempla que los pacientes de esclerosis multiple tratados segun la invencién alcancen una mejoria en
la puntuacion clinica de la escala de estatus de Discapacidad Expandida de Kurtzke (EDSS) (Kurtzke, F., Neurology
1983, 33: 1444-52) de al menos 0,5, o un retraso en el empeoramiento de la enfermedad clinica de al menos 1,0 en
la escala de Kurtzke (Rudick et al., Neurology 1997, 49: 358-63).

También se contempla que los pacientes que padezcan IIM que reciben moléculas de unién especifica a CD37 y de
union especifica a CD20 alcancen una reduccion de al menos uno de los cinco criterios fijados la determinacion de
los Criterios de Miopatia Inflamatoria Idiopatica (IIMC) (Miller, F., ver anterior). Se contempla adicionalmente que la
administracién a pacientes de IMM dé como resultado una reduccion de factores asociados a IMM seleccionados del
grupo que consiste en creatina cinasa (CK), lactato deshidrogenasa, aldolasa, proteina reactiva C, aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y autoanticuerpo antinuclear (ANA), anticuerpos
especificos de miositis (MSA) y anticuerpos de antigenos nucleares extraibles. Alternativamente, los pacientes
cumplen 3 de los 6 criterios establecidos por Rider et al., Arthritis Rheum., 50(7): 2281-2290 (2004), empeorando en
no mas de 2 criterios.

En algunas realizaciones, los pacientes que padecen un cancer de células B reciben tratamiento segun la invencion
y demuestran una respuesta general beneficiosa al tratamiento, en base a criterios clinicos bien conocidos y usados
comunmente en la técnica, y como se han descrito previamente, tal como un descenso en el tamafio del tumor, un
descenso en el niumero de tumores y/o una mejoria en los sintomas de la enfermedad.

Los ejemplos de criterios clinicos son proporcionados por el "U.S. National Cancer Institute" (NCI), que ha dividido
algunas de las clases de canceres en las categorias clinicas de linfomas "indolente" y "agresivo". Los linfomas
indolentes incluyen linfomas de células foliculares, separados en grados de citologia, linfoma linfocitico pequefio
difuso/leucemia linfocitica cronica (CLL), linfoplasmacitoide/macroglobulinemia Waldenstrom, linfoma de zona
marginal y leucemia de célula pilosa. Los linfomas agresivos incluyen linfoma de célula grande y mixta difusa,
linfoma de Burkitt/linfoma de célula no separada pequefa difusa, linfoma linfoblastica, linfoma de célula manta y
linfoma relacionado con SIDA. En algunos casos, el indice Prognéstico Internacional (IPl) se usa en casos de
linfoma folicular y agresivo. Los factores a considerar en el IPI incluyen la edad (<60 afios de edad frente a >60 afios
de edad), lactato deshidrogenasa en suero (niveles normales frente a elevados), estatus de rendimiento (0 6 1 frente
a 2-4) (ver definicion mas adelante), estadio de la enfermedad (I o Il frente a Ill o IV), e implicacién de sitio
extranodal (0 6 1 frente a 2-4). Los pacientes con 2 o mas factores de riesgo tienen menos de un 50% de
probabilidad de evitar recaidas y de supervivencia global a 5 afios.

El estatus de rendimiento del IPI agresivo se define como se indica a continuacion: Descripcion de Grado: 0
Completamente activo, capaz de portar todo el rendimiento pre-enfermedad sin restriccion; 1 Restringido en
actividad estrenosa fisicamente pero ambulatorio y capaz de llevar a cabo trabajo de una naturaleza ligera o
sedentaria, p.ej., trabajo doméstico ligero, trabajo de oficina; 2 Ambulatorio y capaz de cuidarse solo completamente
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pero incapaz de llevar a cabo cualquier actividad de trabajo durante aproximadamente mas del 50% del tiempo del
dia; 3 Capaz de autocuidarse solo limitadamente, confinado en cama o silla mas del 50% del tiempo del dia; 4
Completamente discapacitado, incapaz de cuidarse por si mismo, totalmente confinado en cama o silla; y, 5 Muerte.
(Véase, "The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project. A predictive model for aggressive
non-Hodgkin's lymphoma". N Engl J Med. 329: 987-94, 1993)

Tipicamente, el grado de linfoma se determina clinicamente usando el criterio de que el linfoma de bajo grado
normalmente se presenta como una enfermedad nodal y a menudo es indolente o de crecimiento lento. La
enfermedad de grado intermedio y alto normalmente se presenta como una enfermedad mucho mas agresiva con
grandes tumores voluminosos extranodales.

También se usa el sistema de clasificacion de Ann Arbor para medir la progresion de tumores, especialmente de
linfomas no de Hodgkins. En este sistema, los estadios I, II, Ill y IV del NHL adulto se pueden clasificar en las
categorias A y B dependiendo de si el paciente tiene sintomas generalizados bien definidos (B) o no (A). La
designacion B se concede a pacientes con los siguientes sintomas: pérdida inexplicada de mas del 10% del peso
corporal en los 6 meses anteriores a la diagnosis, fiebre inexplicada con temperaturas por encima de 38°C y
sudoracion nocturna excesiva. Las definiciones de los estadios son como se indica a continuacion: Estadio | -
implicacion de una Unica region de nodos linfaticos o implicacion localizada de un unico érgano o sitio extralinfatico.
Estadio Il - implicacion de dos o mas regiones de nodos linfaticos en el mismo sitio del diafragma o implicacion
localizada de un unico dérgano o sitio extralinfatico asociado y sus nodos linfaticos regionales con o sin otras regiones
de nodos linfaticos en el mismo lado del diafragma. Estadio Ill - implicacién de regiones de nodos linfaticos en
ambos lados del diafragma, posiblemente acompafiando una implicacion localizada de un dérgano o sitio
extralinfatico, implicacion del bazo, o ambos. Estadio 1V - implicacion diseminada (multifocal) de uno o mas sitios con
o sin implicacion de nodos linfaticos asociados o implicacion de érgano extralinfatico aislado con implicacion nodal
distante (no regional). Para mas detalles, véase "The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors
Project: A predictive model for aggressive non-Hodgkin's lymphoma", New England J. Med. (1993) 329: 987-994.

En un aspecto, un efecto terapéutico de los métodos segun la invencion se determina por el nivel de respuesta, por
ejemplo una respuesta parcial se define como reduccién tumoral hasta menos de la mitad del tamafio original. Una
respuesta completa se define como la eliminacién total de enfermedad confirmada mediante evaluacién clinica o
radiolégica. En una realizacion, el individuo que recibe el tratamiento segun la invencién demuestra al menos una
respuesta parcial al tratamiento.

Segun los criterios de Cheson para determinar NHL desarrollados en colaboraciéon con "National Cancer Institute”
(Cheson et al., J Clin Oncol. 1999, 17: 1244; Grillo-Lopez et al., Ann Oncol. 2000, 11: 399-408), una respuesta
completa se obtiene cuando existe una desaparicion completa de toda evidencia clinica y radiografica detectable de
la enfermedad y de sintomas relacionados con la enfermedad, todos los nodos linfaticos han vuelto a su tamafio
normal, el bazo ha remitido en tamafio, y la médula ésea esta limpia de linfoma.

Una respuesta completa no confirmada se obtiene cuando un paciente muestra una desaparicion completa de la
enfermedad y el bazo remite en tamafio, pero los nodos linfaticos han remitido en mas del 75% y la médula ésea es
indeterminada. Una respuesta completa no confirmada cumple y excede los criterios de respuesta parcial. Una
respuesta global se define como una reduccion de al menos el 50 por ciento de la carga tumoral general.

Se han desarrollado criterios similares para otras formas diversas de canceres o enfermedades hiperproliferativas y
estan disponibles facilmente para el especialista en la técnica. Véase, p.ej., Cheson et al., Clin Adv Hematol Oncol.
2006, 4: 4-5, que describe criterios para determinar CLL; Cheson et al., J Clin Oncol. 2003, 21: 4642-9, que describe
criterios para AML; Cheson et al., Blood 2000, 96: 3671-4, que describe criterios para sindromes mielodisplasicos.

En otro aspecto, una respuesta terapéutica en pacientes que tienen un cancer de células B se manifiesta como una
ralentizacion de la progresion de la enfermedad con respecto a pacientes que no reciben la terapia. La medida de la
progresion ralentizada de enfermedad o cualquiera de los anteriores factores puede llevarse a cabo usando técnicas
bien conocidas en la técnica, que incluye escaner dseo, escaner CT, escaner de galio, linfangiograma, MRI, escaner
PET, ultrasonidos, y similares.

También sera evidente que la dosificacion puede modificarse si los agentes terapéuticos tradicionales se administran
en combinacién con agentes terapéuticos de la invencion.

Como un aspecto adicional, la invencion incluye kits que comprende uno o mas compuestos o composiciones utiles
en los métodos de la invencion envasados de un modo que facilite su uso para practicar el método de la invencién.
En una realizacion mas sencilla, dicho kit incluye un compuesto o composicion descrito en la presente memoria
como util para la practica de un método de la invencién envasado en un recipiente tal como una botella o recipiente
sellado, con una etiqueta pegada al envase o incluida en el paquete que describa el uso del compuesto o
composicion para llevar a la practica el método de la invencion. Preferiblemente, el compuesto o composicion esta
envasado en una forma de dosis unitaria. El kit puede incluir ademas un dispositivo adecuado para administracién la
composicion segun una ruta preferida de administracion o para llevar a la practica un ensayo de escrutinio. El kit
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puede incluir una etiqueta que describa el uso de la(s) composicion(es) de molécula de uniéon en un método de la
invencion.

La presente descripcion comprende también articulos de fabricacion.

Dichos articulos comprenden moléculas de unién especifica a CD37 o moléculas de union especifica a CD20,
opcionalmente junto a un vehiculo o diluyente farmacéutico, y al menso una etiqueta que describa un método para
uso de las moléculas de unién segun la invencion. Dichos articulos de fabricacion también pueden comprender
opcionalmente al menos un segundo agente para administracion en conexién con las moléculas de union.

La presente invencion también cubre el uso de una composicion que comprende una molécula de unién especifica a
CD37 o moléculas de unién especifica a CD37 y CD20 en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la
profilaxis de una enfermedad que implica actividad aberrante de células B.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A representa la estructura de la molécula TRU-016; la Figura 1B muestra los resultados del analisis de
SDS-PAGE, que demuestra que la proteina expresada migra a un Mw de aproximadamente 110 kDa en condiciones
no reductoras, y aproximadamente 52 kDa cuando se somete a condiciones reductoras; y la Figura 1C muestra que
la molécula TRU-016 demuestra un alto nivel de unién especifica a linfocitos B de sangre periférica humana, y un
nivel mucho menor de unién a otras subpoblaciones de células en la puerta de linfocitos de células no B (poblacion
negativa en CD19) cuando se analiza mediante citometria de flujo.

La Figura 2A-E muestra inhibicién de unién por diferentes reactivos dirigidos a CD37.

La Figura 3A demuestra union de FITC C1q a formulas moleculares de TRU-016 incubadas con células B Ramos en
suero humano normal con y sin factor de veneno de cobra (CVF); la Figura 3B muestra la actividad de CDC de
formas moleculares de TRU-016 incubadas con Células B Ramos en suero humano normal con y sin CVF; y la
Figura 3C muestra la actividad de CDC de formas moleculares TRU-016 incubadas con células B Ramos vy
complemento humano o de conejo.

La Figura 4 muestra trazas de cromatografia HPLC de exclusién de tamafio (SEC) obtenidas a partir de purificacion
GPC del TRU-016, representando la absorbancia frente al tiempo de retencién para las diferentes fracciones
recogidas.

La Figura 5A muestra las propiedades de union de las fracciones SEC; la Figura 5B muestra la actividad de actividad
CDC de las fracciones SEC; y la Figura 5C muestra la actividad de ADCC de las fracciones SEC.

La Figura 6 muestra la actividad de CDC de TRU-015, rituxan, TRU-016 o una combinacion de los mismos en
células B Ramos.

La Figura 7 muestra el efecto de TRU-016 sobre la actividad de CDC de TRU-015 sobre células DHL-4.

La Figura 8 muestra el efecto de TRU-016 sobre la actividad de CDC de TRU-015 y rituxan.

La Figura 9 muestra el efecto de TRU-016 sobre TRU-015 en un ensayo de CDC.

La Figura 10 muestra el efecto de TRU-016 sobre rituxan en un ensayo de CDC.

La Figura 11 muestra la interaccion de TRU-015 y TRU-016 en un ensayo de ADCC usando células BJAB.
La Figura 12 muestra la interaccion de TRU-015 y TRU-016 en un ensayo de ADCC usando células Daudi.
La Figura 13 muestra la interaccion de TRU-015 y TRU-016 en un ensayo de ADCC usando células Ramos.

La Figura 14 muestra el efecto de rituxan, TRU-016 y una combinaciéon de los mismos en la muerte especifica de
células BJAB.

La Figura 15 muestra el efecto de rituxan, TRU-016 y una combinaciéon de los mismos en la muerte especifica de
células BJAB.

La Figura 16 muestra el efecto de TRU-015, TRU-016 y una combinacién de los mismos en la muerte especifica de
células BJAB.

La Figura 17 muestra el efecto de TRU-015, TRU-016 y una combinacién de los mismos en la muerte especifica de
células BJAB.

La Figura 18A-D muestra formas diméricas de TRU-016 no median sélo en la CDC, sino que potencian la actividad
de CDC de Rituximab in vitro.
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La Figura 19A-B demuestra que TRU-016 purificada de proteina A induce apoptosis de células Ramos y Daudi,
mientras que las formas diméricas requieren entrecruzamiento.

La Figura 20 muestra que TRU-016 agota preferencialmente células B normales en cultivos de PBMC.

La Figura 21 demuestra la eficacia de TRU-016 en comparacién con hulgG, rituxan y el tratamiento de combinacion
de TRU-016 y rituxan sobre el volumen tumoral en animales.

La Figura 22A y B muestran que las formas diméricas de TRU-016 exhiben una actividad antitumoral significativa,
medida a través del efecto sobre el volumen tumoral y el porcentaje de supervivencia en un modelo tumoral de
xenoinjerto de ratén.

La Figura 23 demuestra que los dimeros de TRU-016 no aumentan la actividad de CDC que resulta del tratamiento
con reactivos especificos de MHCII, CD19, CD80/86 o CD45.

La Figura 24 muestra el porcentaje de supervivencia en ratones con tumores Ramos (hasta 90 dias) tras el
tratamiento con TRU-016, rituximab o una combinacién de los mismos.

Las Figuras 25 y 26 muestran el porcentaje de supervivencia en ratones con tumores Daudi (hasta 90 dias) tras el
tratamiento con TRU-016 o rituximab.

La Figura 27 muestra que TRU-016 reduce de forma eficaz la viabilidad celular relativa en células tratadas con
fludarabina, potenciando con ello el efecto citotdxico de la fludarabina sola.

La Figura 28 muestra que TRU-016 induce una mayor toxicidad celular que la herceptina o el rituximab en lineas
celulares resistentes a rituximab.

La Figura 29 muestra que TRU-016 induce fosforilacién de tirosina en células B CLL primarias CD19+.

La Figura 30A muestra la secuencia de aminoacidos de consenso de la construccion de TRU-016 humanizada n°
019001 (SEQ ID NO: 6) y TRU-016 (SEQ ID NO: 2) con numeracion de Kabat; la Figura 30B muestra alineamientos
de secuencia de aminoacidos de tres construcciones de TRU-16 humanizadas (019001, 019008 y 109009).

La Figura 31 muestra el ADN y los alineamientos de secuencia de aminoacidos de tres construcciones humanizadas
de TRU-016 (019001, 019041 y 019044).

La Figura 32 muestra los alineamientos de secuencia formateados FASTA de las mismas tres construcciones
humanizadas de TRU-016 (019001, 019041 y 019044).

EJEMPLOS

Aspectos y detalles adicionales de la invencion seran evidentes a partir de los siguientes ejemplos, que pretenden
ser ilustrativos y no limitantes. El Ejemplo 1 describe la produccion de una molécula de unién especifica a CD37; el
Ejemplo 2 demuestra que TRU-016 y varios anticuerpos especificos de CD37 reconocen los mismos o epitopos
solapantes; el Ejemplo 3 muestra que el TRU-016 es deficiente en uniéon a C1q y en activacion del mecanismo de
activacion de complemento clasica; el Ejemplo 4 demuestra actividad y unidon de multimeros de TRU-016; el
Ejemplo 5 describe la produccion de una molécula de unién especifica a CD20; el Ejemplo 6 muestra que las
combinaciones de TRU-016 con TRU-015 o rituxan aumentan de forma sinérgica la apoptosis en células B; el
Ejemplo 7 muestra que las combinaciones de TRU-016 con anticuerpos especificos de CD20 o SMIPs aumentan de
forma sinérgica la CDC; el Ejemplo 8 demuestra que el TRU-016 aumenta la actividad de ADCC y CDC de
anticuerpos especificos de CD20 y SMIPs; el Ejemplo 9 demuestra que el TRU-016 induce la apoptosis en células B;
el Ejemplo 10 muestra que las combinaciones de un SMIP especifico de CD37 con anticuerpo especifico de CD20
reducen de forma sinérgica el volumen tumoral en un modelo de xenoinjerto tumoral murino; el Ejemplo 11 muestra
que un SMIP especifico de CD37 solo también reduce el volumen tumoral en un modelo de xenoinjerto tumoral
murino; el Ejemplo 12 demuestra que el TRU-016 no afecta la actividad de CDC de otros receptores de superficie de
células B; el Ejemplo 13 demuestra que el TRU-016 no aumenta la actividad de CDC de varios receptores diana,
que incluyen MHCII, CD19, CD80/86 y CD40; el Ejemplo 14 proporciona datos adicionales que muestran que el
TRU-016 aumenta la supervivencia in vivo en ratones con tumores; el Ejemplo 15 demuestra que el TRU-016
potencia la muerte celular inducida por fludarabina en células CLL in vitro; el Ejemplo 16 muestra que TRU-016
induce la citotoxicidad directa en células resistentes a rituximab; el Ejemplo 17 muestra que TRU-016 induce
fosforilacion de tirosina en células B CLL primarias CD19+; y el Ejemplo 18 proporciona moléculas TRU-016
humanizadas.

Ejemplo 1

Produccién de una molécula de unién especifica a CD37
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Los SMIPs especificos de CD37 se describen en la Solicitud de Patente compartida de EE.UU. N° 10/627.556 y las
Publicaciones de Patente N° 2003/133939, 2003/0118592 y 2005/0136049. Un ejemplo de SMIP, el TRU-016, se
produce como se describe a continuacion.

El TRU-016 [G28-1 scFv VH11S (SSC-P) H WCH2 WCH3] es una proteina de cadena sencilla recombinante que se
une al antigeno de CD37. El dominio de union se baso en la secuencia del anticuerpo G28-1 descrito previamente
en las publicaciones de patente enumeradas en el parrafo precedente. EI dominio de unién esta conectado al
dominio efector, los dominios CH2 y CH3 de IgG1 humana, a través de una region de bisagra modificada. EI TRU-
016 existe como dimero en disolucion y el dimero tiene un peso molecular teérico de aproximadamente 106.000
daltons.

Se aisl6 ARN total procedente de hibridoma de G28-1 usando reactivo Trizol RNA (Gibco) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se preparé ADNc usando 5 ug de ARN, cebadores aleatorios y transcriptasa inversa
Superscript Il (GIBCO BRL). Los dominios variables fueron clonados usando conjuntos de cebadores degenerados
para las diferentes familias de genes VK o VH murinos. Los dominios variables del hibridoma de G28-1 fueron
clonados en vectores de clonacion PCR 2.1 TOPO (Invitrogen) y se secuencié el ADN de los transformantes con
insertos de tamafio correcto. A continuacion se usaron regiones variables de cadena pesada vy ligera de los clones
correctos como plantillas para la amplificacion de PCR de un scFv de G28-1 unido en orientacién VL-VH con un
ligando 15 aa (gly4ser)3. El scFv anti-CD37 se unié a una bisagra de IgG1 humana modificada, dominios CH2 y CH3
(ver la Figura 1A). Con el objetivo de asegurar una expresion adecuada de células de mamifero, se seleccionaron
modificaciones de regiones variables que permitieran aumentos significativos en la expresion por parte de células de
mamifero. Especificamente, se cambié una leucina por una serina en la posicion 11 del scFv. El péptido madura
predicho tiene una longitud de 473 aminoacidos.

La secuencia de polinucledtido que codifica el TRU-016 y la secuencia de aminoacidos del TRU-016 se establecen
respectivamente en las SEQ ID NOs: 1y 2.

Se produjo TRU-016 mediante tecnologia de ADN recombinante en un sistema de expresion de células de mamifero
de ovario de hamster chino (CHO). Las células CHO transfectadas que producen el SMIP fueron cultivadas en un
biorreactor usando medio propietario.

Los SMIPs de TRU-016 fueron purificados de los sobrenadantes de cultivo de CHO mediante cromatografia de
afinidad de Proteina A. Usando dPBS, se equilibr6 una columna de sepharose de 50 mL rProtein A FF (GE
Healthcare rProtein A Sepharose FF, n° de catalogo 17-0974-04) a 5,0 mL/min (150 cm/h) durante 1,5 volimenes de
columna (VC). El sobrenadante de cultivo se cargé en la columna de sepharose rProtein A FF con un caudal de 1,7
mL/min usando el AKTA Explorer 100 Air (GE healthcare AKTA Explorer 100 Air, n° de catalogo 18-1403-00),
capturando el TRU-016 recombinante. La columna se lavé con dPBS con 5 volumenes de columna (VC), después
con NaCl 1,0 M, fosfato sddico 20 mM, pH 6,0, y a continuacion con NaCl 25 mM, NaOAc 25 mM, pH 5,0. Estas
etapas de lavado eliminaron las proteinas celulares del CHOs hospedantes no ligadas especificamente de la
columna rProtein A que contribuyen a la precipitacion del producto después de la elucion.

El TRU-016 recombinante fue eluido de la columna con glicina 1000 mM, pH 3,5. Se recuperaron 10 mL de las
fracciones del producto eluido y a continuacién el producto eluido fue llevado a pH 5,0 con un 20% del volumen
eluido de acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico (MES) 0,5 M, pH 6,0. Este producto eluido se preparé para
purificacion de GPC por concentracion de la muestra hasta aproximadamente 25 mg/mL de TRU-016 y a
continuacion se esterilizé por filtracién como preparacioén para la purificacion de GPC.

Entonces la proteina purificada fue sometida a cromatografia de exclusion de tamario (SEC) por GPC para alcanzar
una mayor purificacion de la molécula de TRU-016 (dimero) a partir de agregados de mayor peso molecular. Usando
dPBS, se equilibré una columna XK 50/100 (columna cromatografica vacia GE healthcare XK 50/100, n° de catalogo
18-8753-01) que contenia 1 L de sepharose Superdex 200 FF a 12,6 mL/min (38 cm/h) con 1,5 volumenes de
columna (VC). Se aplicé un volumen maximo de muestra de 54 mL (3% de VC) a la columna. La columna continué
en marcha a 12,6 mL/min y la proteina eluida se fraccion6 en fracciones de 40 mL. Se analizé cada fraccion para
determinar la calidad del producto usando un HPLC analitico, y las fracciones eluidas se agruparon para >95% POI
(no agregado) de TRU-016. Dicho agrupamiento resultante fue esterilizado por filtracion a 0,22 pm. A continuacion
se concentro el material y se formuld con fosfato sédico 20 mM y sacarosa 240 mM, con un pH resultante de 6,0. La
composicion se filtra antes de llevarse a viales de vidrio con una concentracién de 10 mg/mL. Cada vial de vidrio
contiene 5 mL de TRU-016 (50 mg/vial).

La proteina TRU-016 también fue sometida a analisis de SDS-PAGE en geles de Tris-glicina de Novex al 4-20%
(Invitrogen, San Diego, CA). Las muestras fueron cargadas usando tampon de muestra SDS Tris-glicina de Novex
(2X) en condiciones reductoras (adiciéon de 1/10 de volumen de agente reductor de muestra NUPAGE) o no
reductoras tras calentar a 95°C durante 3 minutos, seguido de electroforesis a 150V durante 90 minutos. Se llevo a
cabo una electroforesis usando Tampoén de elucion SDS de Tris-Glicina Novex 1X (Invitrogen). Los geles fueron
tefidos después de la electroforesis con tinte Coomassie SDS PAGE R-250 durante 30 minutos en agitacion, y se
destifieron durante al menos una hora. El peso molecular predicho del péptido maduro es de 51,5 kDa. En
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condiciones reductoras, la proteina de fusién migra en el peso molecular esperado. En condiciones no reductoras, la
molécula migra a aproximadamente 150 kDa (Figura 1B).

También se llevaron a cabo experimentos para determinar que la especificidad de union del anticuerpo original con
el receptor de superficie celular CD37 se mantenia en el TRU-016. Se aislaron PBMCs humanas con gradientes de
densidad LSM y se incubaron con TRU-016 sin conjugar y con CD19 anti-humano conjugado a PE. Las células se
lavaron y se incubaron con 1:100 FITC GAH IgG (especifico de Fc) durante 45 minutos en hielo. Las células se
lavaron y se analizaron mediante citometria de flujo de dos colores en un instrumento FACsCalibur usando el
software Cell Quest. Se prepararon las células para linfocitos B o linfocitos no B mediante tincion de CD19.

Al aumentar las concentraciones de TRU-016, la sefial de FITC del linfocito B (puerta positiva de CD19) aumenté
rapidamente de 0,01 a 1,0 pg/mL, hasta que alcanzé saturacion a aproximadamente 1 ug/mL o una intensidad de
fluorescencia media (MFI) de 1000. Por el contrario, la tincion de la poblacién de linfocitos no B es detectable, pero
muy baja, y aumenta lentamente al disminuir la concentracion de scFvlg. Por tanto, el patron de tincion de los
anticuerpos monoclonales murinos G28-1 se preserva con el TRU-016 (Figura 1C).

Las moléculas de unién a CD37 segun la invencién describen estructuras (dominios de uniéon derivados de
anticuerpos, variantes de bisagra, siendo las regiones CH2CH3 iguales o diferentes, y varios isotipos).

Ejemplo 2
El TRU-016 y varios anticuerpos especificos de CD37 se unen al mismo epitopo, o a epitopos solapantes, del CD37

Se llevaron a cabo experimentos para identificar el epitopo de CD37 unido a TRU-016 y otros anticuerpos
especificos de CD37 descritos previamente.

MB371 no conjugado (n°555457) y MB371 conjugado a FITC (n°555456) fueron obtenidos de BD Pharmingen (San
Jose, CA), BL14 conjugado a FITC (n°0457) de Immunotech/Beckman Coulter (Fullerton, CA), NMN46 conjugado a
FITC (n°RDI-CBL 136FT) y NMN46 no conjugado (n°RDI-CBL 136) de RDI (Flanders, NJ), IPO24 conjugado a FITC
(n°186-040) e IPO-24 no conjugado (n°186-020) de Ancell Corporation (Bayport, MN), HHI conjugado a FTIC
(n°3081) y HH1 no conjugado (n°3080) de DiaTec.Com (Oslo, Noruega) y WR17 conjugado a FTIC
(YSRTMCA483F) y WR17 no conjugado (YSRTMCA483S) de Accurate Chemical & Scientific (Westbury, NY). La
proteina TRU-016 fue producida como se ha descrito en el Ejemplo 1.

El TRU-016 se conjugd a FITC a Trubion usando un Kit de marcado Molecular Probes Fluororeporter FITC (F6434)
segun las instrucciones del fabricante como se indica a continuacion: el pico de interés (POI, del inglés "peak of
interest") de la proteina TRU-016 a 13,5 mg/mL se ajusté a 5 mg/mL con PBS. Se afiadié 1 mg (200 uL) a tubos de
kit con una barra de agitacion, y NaHCO3 1 M (ajustado a pH 8,5 con NaOH 6 N), se afadié a una concentracion
final de 0,1 M. Se afnadieron 50 uL de DMSO a 370 ug de FITC y se afiadié a los tubos con relaciones molares de
15, 20, 30 y 40 de FITC: proteina usando la siguiente féormula para determinar los uL de FTIC a afadir: [uL de
disolucién de FITC a afiadir = 5 mg/mL de proteina x 0,2 mL x 389 x 100 x relacién molar deseada/Peso molecular
de TRU-016 (110.000)].

Las reacciones fueron protegidas de la luz y se agitaron continuamente durante 75 minutos a temperatura ambiente.
Las reacciones fueron anadidas a columnas de giro como se describe en el kit y se giraron a 1100 g durante 5
minutos para cambiar de tampén a PBS con azide y eliminar FITC no conjugado. La DO a 280 nM y 494 nM se
determind con gotas de 2 uL en el Nanodrop; el coeficiente de extincion para la TRU-016 se determind
experimentalmente para este instrumento haciendo lecturas de diluciones del SMIP no conjugado de partida, la
concentracion de cada uno de los conjugados fue de 4,25 mg/mL y se determinaron las siguientes relaciones
FITC:proteina: 2,7 FITC/TRU-016 a una relacion de 15; 3,7 FITC/TRU-016 a una relacién de 20; 4,4 FITC/TRU-016
a una relacion de 30; y 5,1 FITC/TRU-016 a una relacion de 40.

Se afiadio BSA a 3 mg/mL para ayudar a estabilizar la proteina. La unién de cada fraccion se determiné a diluciones
que oscilaban entre 100-24,300x en Ramos y 3200-25.600 en PBMC humanas. Todos se unieron, pero se eligio la
relacion MR30 para continuar ya que proporciond un elevado MFI que se mantuvo por encima del rango de
valoracién usado, lo que indica que la actividad de unién se vio menos afectada en esta reaccion.

Se valoraron los conjugados de anticuerpo marcado con FITC de 10 ng/mL a 10 yg/mL en un estudio de union inicial
para determinar las cantidades 6ptimas en los estudios de bloqueo: El nivel elegido estaba justo por debajo de las
cantidades de saturacién, y se mantuvo constante en los ensayos posteriores, mientras que los niveles de
anticuerpo de bloqueo aumentaron del orden de 10 veces. Los datos se representaron como el porcentaje de unidn
maxima frente a la concentracion de anticuerpo de bloqueo, de tal modo que los mayores niveles indican un bloqueo
menos eficiente, mientras que niveles mas bajos indican una actividad de bloqueo mas eficiente. Todos los
anticuerpo evaluados mostraron actividad de bloqueo de la unién maxima observada sin reactivos no marcados
(Figura 2).
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A continuacion se tifieron células BJAB, una linea de células B linfoblastoides B (cortesia de Ed Clark, Universidad
de Washington) con un panel de varios clones de MAbs anti-CD37, que incluye MB371, BL14, NMN46, IPO24, HH1,
WR17 y el SMIP TRU-016.

Para los ensayos de uniéon competitivos, se incubaron 2,5 X 10° células BJAB en placas de fondo en V de 96 pocillos
en medio de tincion (PBS con un 2% de suero de ratén) con los MAbs anti-CD37 conjugados a FITC a 1,25 pug/mL
en presencia de MAb anti-CD37 no conjugado a las concentraciones indicadas (2,5, 1,25, 0,6 6 0,3 ug/mL) o medio
de tincién durante 45 minutos en hielo a oscuras. Los anticuerpos de bloqueo y los conjugados de anticuerpos
marcados con FITC se afiadieron a las reacciones antes de la adicion de las células. A continuacion se lavaron las
células 2 %2 veces con PBS vy se fijaron con paraformaldehido al 1% (n° 19943, USB, Cleveland, Ohio). Las células
fueron analizadas mediante citometria de flujo usando un instrumento FACsCalibur y el software CellQuest (BD
Biosciences, San Jose, CA).

Para los ensayos de bloqueo cruzado FACs, se incubaron 2,5 X 10° células BJAB en placas de fondo en V de 96
pocillos en medio de tincion (PBS con un 2% de suero de ratdn) en presencia de MAb anti-CD37 no conjugado a 5
pg/mL en medio de tincion durante 45 minutos a temperatura ambiente a oscuras. A continuacién se afiadieron
MADbs anti-CD37 conjugados a FITC hasta una concentracion final de 2 ug/mL, dando como resultado una dilucion
de los reactivos no marcados hasta 3,3 pg/mL. A continuacion las reacciones fueron incubadas adicionalmente
durante 45 minutos a temperatura ambiente a oscuras. Las reacciones se lavaron 2,5 veces con PBS y se fijaron en
paraformaldehido al 1% (n° 19943, USB, Cleveland, Ohio). Las células fueron analizadas mediante citometria de
flujo en un instrumento FACsCalibur usando el software Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA).

Para los ensayos de unidon de células, las células fueron suspendidas en PBS (n° 14040-133, Gibco/Invitrogen,
Grand Island NY) que contenia un 2% de FBS (n° 16140-071, Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY), (medio de
tincion) a una concentracion de aproximadamente 4 x 10° células/mL. A continuacion las células fueron llevadas a
placa y las muestras de ensayo se diluyeron en medio de tincion; entonces se afiadieron 1:1 hasta las
concentraciones finales designadas. Las reacciones fueron incubadas durante 45 minutos en hielo. Las muestras se
centrifugaron y se lavaron 2 veces con PBS. Se afadié IgG anti-humana de cabra FITC (n° H10501, CalTag,
Burlingame CA) a una dilucion final de 1:50, y se incub6 45 minutos en hielo. Las muestras fueron centrifugadas,
lavadas en PBS, después fijadas en 200uL de paraformaldehido al 1% en PBS (n° 19943, USB, Cleveland, Ohio).
Las células fueron analizadas mediante citometria de flujo en un instrumento FACs Calibur usando el software Cell
Quest (BD Biosciences, San Jose, CA).

Todos los anticuerpos mostraron una inhibicion de la unién dependiente de la dosis, lo que indica que todas las
moléculas evaluadas se unen a un epitopo idéntico o estrechamente relacionado. Para cada anticuerpo se observo
una potencia diferente de inhibicién de la unién. EI SMIP de TRU-016 presenté el nivel mas alto de actividad de
blogueo entre todas las moléculas evaluadas, mientras que el HH1 proporcioné un nivel intermedio de actividad de
bloqueo, y el WR17, el IPO24 bloquearon mejor que el MB371; pero mostraron un bloqueo menos efectivo que otras
dos moléculas relacionadas (Figura 2).

Ademas del analisis de actividad de bloqueo, se llevd a cabo una serie similar de experimentos en la que varios
anticuerpos dirigidos a CD37 fueron evaluados para determinar su capacidad para competir unos con otros por la
unién al receptor CD37. Los resultados de estos experimentos, como los resultados obtenidos en los estudios de
bloqueo para todas las moléculas ensayadas, indicaron que los diversos anticuerpos dirigidos a CD37 y el TRU-016
tenian el mismo epitopo, o epitopos estrechamente solapantes.

Ejemplo 3
El TRU-016 es deficiente en unién a C1q y en activacion del mecanismo de activacion de complemento clasica

Se llevaron a cabo experimentos para explorar porqué el pico de dimero de TRU-016 no consigue mediar niveles
significativos de muerte dependiente de complemento de dianas de células B. Una posibilidad fue que el dimero de
TRU-016 muestra una union reducida a componentes de la cascada de complemento respecto a anticuerpo de 1gG1
humana normal. Por tanto, se llevaron a cabo experimentos para determinar si el TRU-016 activa el mecanismo de
activacion de complemento clasica observando la union de TRU-016 y C1q. El C1q es una subunidad del complejo
de enzima C1 que activa el sistema de complemento de suero, y es el componente de reconocimiento del
mecanismo de activacion de complemento clasica.

Se llevaron a cabo estudios de unién de C1 g como se ha descrito previamente (Cragg et al., Blood 2004, 103: 2738-
2743). Resumidamente, se llevaron a placa células B en medio Iscoves §n° 12440-053, Gibco/Invitrogen, Grand
Island, NY) sin suero en placas de fondo en V de 96 pocillos a 5 X 10%/pocillo en 100 yL. Las células fueron
incubadas con reactivos durante 15 minutos a 37°C, y a continuacion se afadié suero humano normal (NHS, n°
A113, Quidel Corp., San Diego, CA) diluido en Iscoves hasta un volumen de 50 yL a cada pocillo para una
concentracion final de 10, 5, 2,5 6 1,25 % de suero humano. Se anadieron cincuenta uL de medio al pocillo de
control. Para los experimentos de factor de veneno de cobra (CVF), se afadié CVF a muestras de complemento de
suero humano a 20 Unidades de CVF/mL de suero durante 90 minutos a 37°C antes de la adicion de suero a los
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ensayos de complemento, y la dilucién de suero por CVF se contabilizd cuando se prepararon las diluciones de
muestra.

Se incubaron las células mas fuente de complemento durante otros 5 minutos mas a 37°C, y se lavaron 2 veces con
PBS frio (n°® 14040-133, Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY) mediante centrifugacion y se volvieron a suspender en
100 yL de PBS. Se transfirieron cincuenta yL de cada pocillo a una segunda placa para una segunda etapa de
tincion de control. Ambas placas se tifieron durante 15 minutos a oscuras en hielo con C1q anti-HU de oveja FITC
(n° C7850-06A, US Biological, Swampscott, Mass) o con IgG de oveja FITC (n° 11904-56P, US Biological,
Swampscott, Mass). Las muestras fueron lavadas, resuspendidas en PBS frio, y leidas inmediatamente en un
citometro de flujo FACsCalibur y analizadas con software Cell Quest (Becton Dickinson, San Jose, CA).

El FITC C1g no se une bien a ninguna subfraccion de TRU-016 purificada con SEC, aunque la fraccion de mayor
peso molecular (HMW) o la de agregado de A2 muestra mas union que las otras formas (Figura 3A). Por el contrario,
el rituxan mostré un nivel significativo de union a C1q, particularmente a menores niveles de NHS. La presencia de
CVF no consiguié bloquear completamente dicha unién, aunque los niveles de MFI se redujeron significativamente
en comparacion con medio solo.

A continuacion se llevaron a cabo ensayos de CDC para comparar la capacidad de las diferentes subfracciones de
las formas purificadas de TRU-016 y de Rituxan para participar en la muerte celular en presencia o en ausencia de
CVF y complemento de suero humano (Figura 3B). Los ensayos de CDC se llevaron a cabo usando tincién con
yoduro de propidio para discriminar entre células vivas y muertas tras las incubaciones de células diana con
anticuerpo, proteinas de fusion, fluido ascitico, formas moleculares de TRU-016 o medio, y una fuente de
complemento tal como suero humano. Resumidamente, se pre-incubaron 3 x 10° células B Ramos con reactivos de
ensayo durante 30-45 minutos a 37°C antes de la adicion de complemento. Las muestras preligadas se
centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en Iscoves con suero humano (n° A113, Quidel, San Diego, CA) en las
concentraciones indicadas, entonces se incubaron durante 90 minutos a 37°C. Se lavaron las muestras y se afiadid
yoduro de propidio (n°® P-16063, Molecular Probes, Eugene, OR) a una concentracion final de 0,5 pg/mL en PBS.
Las células se incubaron con el yoduro de propidio durante 15 minutos a temperatura ambiente a oscuras y a
continuacién se analizaron por citometria de flujo en un instrumento FACsCalibur con software CellQuest (Becton
Dickinson).

La muerte celular mediada por la fraccion A2 de TRU-016 y Rituxan se vio reducida significativamente en presencia
de CVF a pesar de fallar en inhibir completamente la unién de C1 q (Figura 3B).

Entonces se compararon los complementos humano y de conejo en cuanto a actividad de CDC en presencia del
TRU-016. Se midid la actividad de CDC de las formas moleculares de TRU-016 incubadas con células B Ramos y
complemento humano y de conejo (Figura 3C). Las células B Ramos se afiadieron a pocillos con medio libre de
suero. Se anadié a las células Rituxan o el dimero, HMW A2, o fracciones pA de TRU-016 para obtener una
concentracion final de 10 pg/mL, y se incubd durante 15 minutos a 37°C, antes de lavar 1,5X en medio libre de suero
y adicién de suero humano normal (NHS) o complemento de conejo (Pelfreez) a 10, 5 6 2,5 %. Las células mas la
fuente de complemento se cultivaron 90 minutos a 37°C. Las células se lavaron una vez con PBS frio y se ahadid
yoduro de propidio (Molecular Probes n°P3566) a una concentracion final de 0,5 pug/mL en PBS frio. Las células con
PI fueron incubadas a oscuras a temperatura ambiente durante 15 minutos y se analizaron por citometria de flujo.

El origen de la fraccion de complemento afecta a los resultados de CDC obtenidos (Figura 3C). El complemento de
conejo medid niveles de CDC mas elevados que el complemento humano en presencia de formas moleculares de
TRU-016. Cabe destacar que la forma de dimero del TRU-016 medi6 bien en CDC usando complemento de conejo,
pero muy poco en la actividad de CDC en presencia de complemento humano.

Ejemplo 4
Actividad y Unién de Multimeros de TRU-016

Se llevaron a cabo experimentos para examinar la actividad bioldgica de formas multiméricas de TRU-016
(multimeros de TRU-016) en disolucién. En primer lugar, para determinar el tamafo de la proteina de fusién de TRU-
016 en disolucién, se analizé el material purificado de proteina A mediante HPLC SEC, que reveld que el TRU-016
existe en formas muiltiples en disolucion (Figura 4).

Se obtuvieron trazas de cromatografia HPLC de exclusion de tamafio (SEC) a partir de purificacion GPC del TRU-
016, representando la absorbancia frente al tiempo de retencion para las diferentes fracciones recogidas (Figura 4).
El TRU-016 se purifico a partir de sobrenadantes de cultivo celular inicialmente por cromatografia de afinidad usando
Sepharose de proteina A. La molécula recombinante fue eluida de la columna con glicina 100 mM, pH 3,5. Se
recuperaron 10 mL de las fracciones del producto eluido y a continuacioén el producto eluido fue llevado a pH 5,0 con
un 20% del volumen eluido de acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico (MES) 0,5 M, pH 6,0. El eluato se prepar6 para
purificacion de GPC por concentracion de la muestra hasta aproximadamente 25 mg/mL de TRU-016 y a
continuacién se esterilizd por filtracion como preparaciéon para la purificacion de GPC. Se llevd a cabo una
cromatografia de exclusion de tamafio en un aparato GE Healthcare AKTA Explorer 100 Air, usando una columna
GE healthcare XK y Superdex 200 de grado preparativo (GE Healthcare).
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Los conjuntos de HMW o A2 exhibieron un tiempo de retencidon de aproximadamente 6,23 minutos, mientras que la
forma mas prominente mostré un tiempo de retencion de 8,38 minutos. El patron de referencia usado aqui (patron
pA o pA std [del inglés, "standard"]) es un material purificado con proteina A que contiene ambos dimeros y formas
multiméricas HMW, tal como se muestra en el primer panel de la Figura 4. La forma mas prominente, que migra a un
tiempo de retencion de 8,38 minutos, con alta probabilidad corresponde en la molécula dimérica vista en SDS-PAGE
no reducida, y varias formas menores corresponden muy probablemente a multimeros que se asocian a través de
interacciones no covalentes, ya que no son evidentes en SDS-PAGE no reductor. Para separar estas formas
diferentes de TRU-016, el material obtenido por cromatografia de afinidad en sepharose de proteina A de
sobrenadantes de cultivo se purificé adicionalmente mediante GPC y fraccionamiento de HPLC para aislar la forma
dimérica (identificada como "dimeros" o "pico de dimeros") de multimeros de mayor peso molecular (identificados
como HMW o fracciéon A2 ag.). Estas tres subfracciones fueron analizadas a continuacion de forma separada para
determinar la actividad funcional in vitro usando ensayos de uniéon, ADCC y CDC.

Para explorar si las fracciones aisladas en SEC mostraban diferentes propiedades de unién, cada fracciéon SEC de
TRU-016 fue evaluada en términos de unién a células Ramos. Para determinar las propiedades de uniéon de las
fracciones SEC, las células fueron suspendidas en medio de tincién a una concentracion de aproximadamente 4x10°
células/mL y a continuaciéon se llevaron a placa a 50 yL/pocillo (2x‘|05 células/pocillo) en medio de tincion. A
continuacién se anadieron diluciones en serie de fracciones SEC a pocillos secuenciales, se incubaron durante 45
minutos, se lavaron y se detecto la actividad de union usando IgG anti-humana de cabra FITC. Las muestras se
fijaron en 200 pL en paraformaldehido al 1% en PBS. Las células fueron analizadas mediante citometria de flujo en
un instrumento FACsCalibur usando el software Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA) (Figura 5A).

Para determinar la actividad de CDC de las fracciones SEC, se suspendieron las células a 5x10° células/pocillo en
75 pyL de IMDM. Las fracciones SEC de TRU 016 (75 pL) fueron afiadidas a las células al doble de las
concentraciones indicadas. Se dejaron proceder las reacciones de unién durante 45 minutos antes de centrifugacion
y lavado en Iscoves libre de suero. Las células fueron resuspendidas en Iscoves con suero humano (n°A113, Quidel,
San Diego, CA) a las concentraciones indicadas. Las células fueron incubadas 60 minutos a 37°C, se lavaron y se
resuspendieron en medio de tinciéon con 0,5 yg/mL de yoduro de propidio (Pl, n°P-16063, Molecular Probes, Eugene
OR). Las muestras fueron incubadas 15 minutos a temperatura ambiente a oscuras antes de analisis por citometria
de flujo usando un FACsCalibur y software CellQuest (Becton Dickinson) (Figura 5B).

Para determinar la actividad de ADCC de las fracciones SEC, se marcaron células B (10” células) linfoblastoides
BJAB, Ramos y Daudi con 500 pCi/mL de cromato sédico $1Cr durante 2 horas a 37°C en IMDM/10%FBS. Se
aislaron PBMCs a partir de sangre entera humana heparinizada por fraccionamiento en gradientes de Medio de
Separacioén de Linfocitos (LSM, ICN Biomedical). Se afiadieron muestras de reactivo a medio RPMI con un 10% de
FBS y se prepararon cinco diluciones en serie para cada reactivo. Para las combinaciones, los reactivos fueron
premezclados y diluidos antes de la adicion a los pocillos. Las BJAB marcadas con °'Cr fueron afiadidas a (2 x 10*
células/pocillo). A continuacion se afiadieron las PBMCs a (5 x 10° células/pocillo) para una relacion final de 25:1 de
efectores (PBMC):dianas (BJAB). Las reacciones se prepararon en pocillos cuadruplicados de una placa de 96
pocillos. Las fracciones SEC de TRU-016 se afiadieron a los pocillos a una concentracion final que oscila entre 10
ng/mL y 20 pg/mL como se indica en las figuras. Cada serie de datos representa una fraccion SEC diferente en los
rangos de valoracion descritos. Se dejé que las reacciones procedieran durante 6 horas a 37°C en CO- al 5% antes
de la recoleccion y el recuento. Se midi6 el CPM liberado en un Packard TopCounNXT a partir de 50 uL de
sobrenadante de cultivo seco. Se calcul6 el porcentaje de muerte especifica restando (CPM [media de muestras
cuadruplicadas] de muestra - liberacion espontanea de CPM) / (liberacion maxima de CPM - liberacion espontanea
de CPM) x 100 (Figura 5C).

La Figura 5A muestra las curvas de valoracion de las diferentes fracciones SEC que se unen a células Ramos.
Todas las moléculas fraccionadas se unieron a CD37 con similares curvas de union excepto a las mayores
concentraciones evaluadas, donde el material HMW exhibié una mejor uniéon (mayor intensidad de fluorescencia)
que un patron de pA y que las formas de pico dimérico.

También se llevaron a cabo experimentos para determinar si las fracciones SEC de TRU-016 presentaban diferentes
niveles de actividad funcional, tal como la muerte celular dirigida mediada por CDC y ADCC. El grafico mostrado en
la Figura 5B indica que solo la fraccion multimérica de HMW purificada media en niveles significativos de actividad
de CDC contra células B Ramos usando complemento humano. El patrén de pA exhibi6 algo de actividad de CDC a
mayores concentraciones, mientras que la forma de pico dimérico mostré6 muy poca o ninguna actividad de CDC a
todas las concentraciones evaluadas.

Se llevaron a cabo ensayos de ADCC con diluciones en serie de varias fracciones de tamafio de TRU-016 usando
células B BAJB marcadas como dianas y PBMC humanas como células efectoras. Las fracciones SEC de TRU-016
estuvieron presentes en los pocillos con una concentracion final que oscilaba entre 10 ng/mL y 20 ug/mL, tal como
se indica en la grafica mostrada en la Figura 5C. Cada serie de datos representa una fraccion SEC diferente en los
rangos de valoracion descritos. Los datos fueron representados como % de muerte especifica frente a concentracion
de proteina. Todas las subfracciones SEC, que incluyen el patron de pA, HMW o la fraccién A2, y el pico dimérico,
mediaron una ADCC potente dependiente de dosis contra células diana BJAB. También se obtuvieron resultados
similares usando células Ramos como dianas marcadas (datos no mostrados).
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Ejemplo 5
Produccién de una molécula de unién especifica a CD20

Los SMIPs especificos de CD20 se describen en las Publicaciones de Patente de EE.UU. compartidas 2003/133939,
2003/0118592 y 2005/0136049. A continuacion se describe la produccion de un ejemplo de SMIP especifico de
CD20, el TRU-015.

El TRU-015 es una proteina recombinante (murina/humana) de cadena sencilla que se une al antigeno CD20. El
dominio de unién se basd en una secuencia de anticuerpo CD20 humano disponible publicamente. EI dominio de
union esta conectado al dominio efector, los dominios CH2 y CH3 de IgG1 humana, a través de una region de
bisagra CSS modificada. El TRU-015 existe como dimero en disolucion y el dimero tiene un peso molecular teérico
de aproximadamente 106.000 daltons. La secuencia de nucleotidos que codifica el TRU-015 y la secuencia de
aminoacidos del TRU-015 se establecen respectivamente en las SEQ ID NOs: 3 y 4.

En referencia a la secuencia de aminoacidos fijada en la SEQ ID NO: 4, el TRU-015 comprende la secuencia de
clonacioén de péptido lider 2e12 de los aminoacidos 1-23; la region variable de cadena ligera de CD20 anti-humano
murino 2H7 con una sustitucion de aminoacido de lisina a serina (VHL11S) en el residuo 11 de la region variable,
que se refleja en la posicion 34; un ligando asp-gly3-ser-(gly4ser)2 que comienza en el residuo 129, presentando el
ligando una serina adicional al final para incorporar el sitio de restriccion Sacl para el barajado de casete; la region
variable de cadena pesada de CD20 anti-humano murino 2H7, que carece de un residuo de serina en el extremo de
la regiéon de cadena pesada, es decir, que cambia de VTVSS a VTVS. un dominio Fc de IgG1 humana, que incluye
una region de bisagra modificada que comprende una secuencia (CSS), y dominios CH2 y CH3 naturales.

Las células CHO que producen TRU-015 fueron cultivadas en un biorreactor usando medio propietario. EIl TRU-015
se purificé usando una serie de etapas cromatograficas y de filtracién que incluyen un filtro de reduccion de virus. A
continuacién se concentré el material y se formulé con fosfato sédico 20 mM y sacarosa 240 mM, con un pH
resultante de 6,0. La composicion se filira antes de llevarse a viales de vidrio con una concentracion de 10 mg/mL.
Cada vial de vidrio contenia 5 mL de TRU-015 (50 mg/vial).

Ejemplo 6
Las combinaciones de TRU-016 con TRU-015 o Rituxan aumentan sinérgicamente la apoptosis en células B

Se llevaron a cabo experimentos que examinan el efecto de SMIPs dirigidos a células B sobre la apoptosis de la
linea de células B. Se evalué cada SMIP individualmente y después en combinacion. Las muestras fueron
analizadas a 24 y 48 horas tras el inicio de las reacciones de incubacion. Se llevo a cabo un analisis de Anexina/PlI
como se indica a continuacion: se incubaron células BJAB (cortesia de Ed Clark, Universidad de Washington),
Ramos (ATCC n° CRL-1596) y Daudi 24 6 48 horas a 37°C en CO; al 5% en medio completo de Iscoves (Gibco) con
FBS al 10% a 3 X 10° células/mL y 20 pg/mL de proteina SMIP. Adicionalmente, se afiadieron 20 pg/mL de IgG anti-
humana de cabra a las reacciones con el objetivo de reticular reactivos sobre la superficie celular. A continuacion las
células fueron tefiidas con Anexina V-FITC y yoduro de propidio usando el Kit | de deteccion de apoptosis BD de
Pharmigen (n°556547), y se procesaron segun las instrucciones del kit. Resumidamente, las células fueron lavadas
dos veces con PBS frio y resuspendidas en "tampon de unién" a 1X10° células/mL. A continuacion se tifieron cien
microlitros de las células en tampdn de unién con 5 uL de Anexina V-FITC y 5 pL de yoduro de propidio. Las células
fueron sometidas suavemente a vortice e incubadas a oscuras a temperatura ambiente durante 15 minutos. A
continuacién se afiadieron cuatrocientos microlitros de tampdn de unién a cada muestra. Después fueron leidas y
analizadas en un instrumento FACsCalibur (Becton Dickinson) usando el software Cell Quest (Becton Dickinson).

La Tabla 2 presentada a continuacién muestra que, en presencia de reticulacion, el tratamiento con TRU-016 tiene
un efecto mas significativo sobre la apoptosis de lineas celulares que el TRU-015 solo, aunque ambas moléculas
cuando se usan solas inducen algo de apoptosis. El incremento varia dependiendo de la linea celular.

TABLA 2
BJAB Positivo de Anexina V
Sin SMIP 17,5
SMIP CD20 27
SMIP CD37 30,6
SMIP CD19 29,1
SMIP CD20+CD37 41
SMIP CD20+CD19 37,1
SMIP CD37+CD19 35,3
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BJAB Positivo de Anexina V
mas GMA

Ramos Positivo de Anexina V | Positivo de Anexina V
células solas 3 3,3
MAb CD20 1,4 3,1
MAb CD37 18,3 8,7
MAb CD19 3,7 3,1
MAb CD40 3,9 8,3
CD20+CD37 32,3 35,7
CD20+CD19 5 10,5
CD20+CD40 5,7 19,4
CD19+CD37 26,9 50
CD19+CD40 8,2 18,4

Ejemplo 7
Combinaciones de TRU-016 con anticuerpos o SMIPs especificos de CD20 aumentan de forma sinérgica la CDC

Se llevaron a cabo experimentos para determinar la actividad de CDC de las combinaciones de TRU-016 con
anticuerpos o SMIPs especificos de CD20 contra células B. La cantidad de reactivos elegida para los experimentos
de combinacion fue de 0,5 pg/mL de TRU-016 mientras que la de TRU-015 también fue de 0,5 pg/mL. La
concentracion de rituxan fue normalmente de 0,04-0,06 ug/mL debido a su mayor actividad en experimentos de CDC
con un solo reactivo. En algunos experimentos, la concentracion de reactivo CD20 se mantuvo constante en una
concentracion por debajo de la 6ptima, mientras que la concentraciéon de TRU-016 fue variada para explorar los
niveles minimos de reactivo dirigido a CD37 requeridos para observar efectos de aumento en la CDC.

Las células fueron suspendidas en Iscoves (n°12440-053, Gibco/Invitrogen, Grand lIsland, NY) a 5 x 10E5
células/pocillo en 75 uL. Se afiadid6 TRU-016 (75 yL), TRU-015, rituxan o combinaciones de dichos reactivos a las
células al doble de la concentracion indicada. Se dejaron proceder las reacciones de union durante 45 minutos antes
de centrifugacion y lavado en Iscoves libre de suero. Las células fueron resuspendidas en Iscoves con suero
humano (n°A113, Quidel, San Diego, CA) a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron durante 60
minutos a 37°C. Las células fueron lavadas mediante centrifugacion y resuspendidas en 125 uL de PBS con FBS al
2% (n°16140-071, Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY), medio de tinciéon. Las células fueron transferidas a grupos
de tubos FACS (n°4410, CoStar, Corning, NY) y se afiadieron 125 yL de medio de tincién con 5 pL de yoduro de
propidio (PI, n® P-16063, Molecular Probes, Eugene OR). Las muestras fueron incubadas 15 minutos a temperatura
ambiente a oscuras antes de analisis por citometria de flujo usando un FACsCalibur y software CellQuest (Becton
Dickinson).

La Figura 6 muestra que para concentraciones por debajo de la éptima para matar como un agente individual, el
TRU-015 y el rituxan exhiben altos niveles de actividad de CDC cuando se combinan con el TRU-016. EI TRU-016
solo no consigui6 mediar en CDC a menos que hubiera presentes agregados. El agotamiento de C1 q de las
reacciones da como resultado la eliminacion de toda la actividad de CDC observada.

La Figura 7 muestra un experimento de combinacion llevado a cabo con células B DHL-4. La adicién de TRU-016 a
las reacciones de CDC da como resultado un desplazamiento a la baja de la curva de muerte de TRU-015, lo que
demuestra una muerte mas efectiva a cada concentracion evaluada incluso aunque el TRU-016 exhibe menos
actividad o ninguna actividad.

La Figura 8 muestra otro experimento de CDC en el que los reactivos de muestra se mezcla en las siguientes
proporciones: 0,5 p/mL de TRU-015, 0,5 yg/mL de TRU-016 y 0,06 pg/mL de rituxan. Nuevamente, los agentes
individuales se usan en concentraciones inferiores a las 6ptimas a fin de observar efectos de aumento en la
presencia de TRU-016. Para TRU-015 y rituxan, el TRU-016 potencia el nivel de muerte de CDC cuando se afiade a
los ensayos.

Las Figuras 9 y 10 muestran representaciones graficas de los datos correspondientes a ensayos CDC en los que la
concentracion de TRU-015 o de rituxan se mantuvo constante y la concentraciéon de TRU-016 se aumentd. De
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nuevo, la actividad de CDC fue mayor cuando se afadi6 TRU-016 a las reacciones, pero el aumento de la
concentracion de TRU-016 de 2,5 pg/mL a 0,5 pg/mL no aumento significativamente la muerte mediada por CDC en
dichos experimentos.

Ejemplo 8
El TRU-016 aumenta la actividad de ADCC y CDC de anticuerpos y SMIPs especificos de CD20

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si las combinaciones de SMIP TRU-016 con anticuerpos o SMIPs
especificos de CD20 podrian aumentar la actividad de ADCC y CDC contra dianas de células B.

Se marcaron células B (10E7 células) linfoblastoides BJAB, Ramos y Daudi con 500 pCi/mL de cromato sddico *'Cr
durante 2 horas a 37°C en IMDM/10%FBS. Las células BJAB marcadas fueron lavadas tres veces en RPMI/FBS al
10% y resuspendidas a 4x10E5 células/mL en RPMI. Se obtuvo sangre entera heparinizada de donantes domésticos
anonimos y se obtuvieron PBMC aisladas por fraccionamiento con gradientes de Medio de Separacién de Linfocitos
(LSM, ICN Biomedical). Se recolectaron las capas leucocitarias y se lavaron dos veces en RPMI/FBS al 10% antes
de resuspender en RPMI/FBS al 10% en una concentracion final de 3 x 10E6 células/mL. Las células fueron
contabilizadas mediante exclusion de azul de tripano usando un hemacitometro antes de ser usadas en ensayos
posteriores. Las muestras reactivas se afiadieron a medio RPMI con FBS al 10% a 4 veces la concentracion final y
se prepararon cinco diluciones en serie de cada reactivo. Para las combinaciones, los reactivos fueron premezclados
y diluidos antes de la adicién a los pocillos. Dichos reactivos se afiadieron entonces a placas de fondo en U de 96
pocillos a 50 pL/pocillo para las concentraciones finales indicadas. Las células BJAB marcadas con ¥Icr se
afnadieron a las placas a 50 uL/pocillo (2 x 10E4 células/pocillo). Entonces se afadieron las PBMCs a las placas a
100 pL/pocillo (3 x 10E5 células/pocillo) para una proporcion final de 15:1 de efectores (PBMC):dianas (BJAB).

Los efectores y las dianas se afiadieron al medio solas para medir la muerte de ruido de fondo. Las BJAB marcadas
con °'Cr se afiadieron al medio solas para medir la liberacion espontanea de *cr y a medio con NP40 al 5%
(n°28324, Pierce, Rockford, IL) para medir la maxima liberacion de *ICr. Las reacciones se prepararon en pocillos
cuadruplicados de una placa de 96 pocillos. Los SMIPs se afiadieron a los pocillos a una concentracion final que
oscila entre 12 ng/mL y 1 ug/mL como se indica en las figuras. Para las combinaciones de SMIP, los reactivos fueron
mezclados antes de la adicién a los pocillos. Cada serie de datos representa un SMIP individual diferente o una
combinacién en los rangos de valoracion descritos. Se dejé que las reacciones procedieran durante 6 horas a 37°C
en CO; al 5% antes de la recoleccion y el recuento. A continuacion se transfirieron cincuenta pL del sobrenadante de
cada pocillo a una Placa Luma 96 (n°6006633, Perkin Elmer, Boston, Mass) y se secaron durante una noche a
temperatura ambiente. Se midié el CPM liberado en un Packard TopCounNXT. Se calcul6 el porcentaje de muerte
especifica restando (CPM {media de muestras cuadruplicadas} de muestra - liberacion espontanea de CPM) /
(liberacion maxima de CPM - liberacién espontanea de CPM) x 100.

Los datos fueron representados como % de muerte especifica frente a concentracion de SMIP. En cada figura se
indica la proporcion de efector a diana, y también se indica la linea de células diana. Las Figuras 11, 12 y 13
muestran datos correspondientes a experimentos con diferentes lineas celulares (BJAB, Daudi y Ramos) en los que
se uso el mismo donante.

En las Figuras 14 y 15 (rituxan + TRU-016) y en las Figuras 16 y 17 (TRU-015 + TRU-016) se presentan los datos
correspondientes a experimentos en los que la linea celular diana usada fue BJAB. La muerte especifica observada
para todas las combinaciones fue mayor que para cualquier reactivo solo a la misma concentracion; lo que indica
que los SMIPs dirigidos a CD20 y CD37 aumentan la muerte mediada por los demas, aunque el efecto de aumento
no es completamente aditivo.

Por tanto, el TRU-016 puede potenciar la muerte de células B mediada por ADCC de SMIP especifico de CD20 o del
anticuerpo especifico de CD20.

Se disefiaron experimentos iniciales para explorar los efectos de las combinaciones de TRU-016 con anticuerpos
dirigidos a CD20 para determinar las cantidades relativas de cada reactivo a usar de tal modo que la sinergia en la
CDC pudiera ser detectable. Se suspendieron células Ramos en IMDM, y se afadi6 TRU-016, Rituxan, o
combinaciones de dichos reactivos a las células a las concentraciones finales indicadas en la Figura 18. Se dejaron
proceder las reacciones de union durante 45 minutos antes de centrifugacion y lavado en Iscoves libre de suero. Las
células fueron resuspendidas en Iscoves con NHS al 10%. Las células se incubaron durante 60 minutos a 37°C. En
los experimentos mostrados en la Figura 18 A-C, las células fueron lavadas por centrifugacion y resuspendidas en
medio de tincidn que contenia 0,5 pg/mL de yoduro de propidio (PI, n°P-16063, Molecular Probes, Eugene OR). Las
muestras fueron incubadas 15 minutos a temperatura ambiente a oscuras antes de analisis por citometria de flujo
usando un FACsCalibur y software CellQuest (Becton Dickinson).

El pico de dimero de TRU-016 mas altamente purificado es un mediador pobre de la CDC cuando se usa solo, tal
como se muestra en la Figura 18A a través de una curva de dosis-respuesta plana incluso a altas concentraciones.
Debido a que los reactivos dirigidos a CD20 fueron inductores eficaces de actividad de CDC, eran deseables
cantidades no saturantes de los reactivos dirigidos a CD20 en los experimentos de combinacién, de tal modo que la
sinergia entre los reactivos pudiera ser detectada. A partir de estos estudios iniciales, la cantidad habitual de reactivo
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elegida para los experimentos de combinacion fue de 0,5 pg/mL o de 2 pyg/mL de TRU-016. La concentracion de
Rituxan fue normalmente de 0,04-0,06 ug/mL debido a su mayor actividad en los experimentos de CDC como
reactivo individual. En algunos experimentos, la concentracion de reactivo CD20 se mantuvo constante en una
concentracion por debajo de la éptima, mientras que la concentracion de TRU 16 fue variada para explorar los
niveles minimos de reactivo dirigido a CD37 requeridos para observar efectos de aumento en la CDC. Por tanto, el
TRU-016 solo no consiguié mediar en CDC a menos que hubiera presentes agregados.

La Figura 18B muestra un grafico del porcentaje de células vivas (Pl negativas) observadas en el rango de
valoracion indicado (0,06-0,5 pg/mL) cuando se usa Rituxan solo o en combinacién con TRU-016 a 2,5 ug/mL. El
Rituxan, cuando se utiliza en un intervalo de dosis por debajo de la optima para matar como reactivo individual,
exhibe mayores niveles de actividad de CDC a todas las concentraciones cuando se combina con TRU-016 (Figura
18B). El agotamiento de C1q de las reacciones da como resultado la eliminacién de toda la actividad de CDC
observada (Figura 3B).

En la Figura 18C, las muestras también se incubaron con FTIC anti-C1q durante 45 minutos en hielo antes del
analisis por citometria de flujo. La ventana de linfocitos estaba en las células comprometidas. El porcentaje de
células en dicha ventana aumentd al aumentar la concentracion de Rituxan, y se represent6 la MFI relativa para
dicha poblacién de células. La Figura 18C muestra los resultados de un experimento de CDC en el que las muestras
reactivas se mezclaron en las siguientes proporciones: 0,5 ug/mL para TRU-016, y concentraciones de Rituxan que
oscilan entre 0,06 yg/mL y 0,5 pyg/mL, y las células tefiidas con Pl antes de la citometria de flujo. Los resultados
muestran un aumento dependiente de dosis en MFI al aumentar la dosis de Rituxan. La adicién de formas diméricas
de TRU-016 dio como resultado un aumento adicional de la MFI para todas las concentraciones de Rituxan. Se llevd
a cabo una serie similar de ensayos de CDC, manteniendo constante la concentracion de Rituxan y aumentando la
concentracion de TRU-016. Nuevamente, la actividad de CDC fue mayor cuando se afadi6 TRU-016 a las
reacciones de Rituxan; pero el aumento de la concentracién de TRU-016 desde 2,5 uyg/mL a 0,5 ug/mL no aumento
significativamente la muerte mediada por CDC en estos experimentos (datos no mostrados).

Las proteinas de Rituxan y TRU-016 usadas individualmente y en combinacion una con la otra se compararon en
términos de actividad de CDC in vitro usando un rango de concentracion similar al usado para los ensayos de CDC.
La Figura 18D muestra los resultados de un ensayo de ADCC con dianas de células Ramos y células efectoras
PBMC humanas a una relacion efector a diana de 25:1, usando TRU-016 o Rituxan, solos o en combinaciéon uno con
el otro en los rangos de concentracion indicados. Se obtuvieron datos similares con una proporcion efector:diana de
12,5:1. Tanto la forma dimérica del TRU-016 como el Rituxan median en niveles significativos de ADCC contra
células Ramos que expresan los antigenos diana CD20 y CD37; sin embargo, la combinacion de los dos reactivos
no da como resultado un aumento significativo del nivel de muerte.

Ejemplo 9
El TRU-016 induce apoptosis en células B

Se llevaron a cabo experimentos que examinan el efecto del TRU-016 en la apoptosis de la linea de células B. Se
llevaron a cabo ensayos iniciales de los efectos sobre la apoptosis de moléculas de TRU-016 dirigidas a diferentes
receptores de células B diferentes usando material purificado con proteina A que todavia contenia agregados de
orden superior. Después de un tratamiento de 24 horas con anticuerpos de CD37 o moléculas disefiadas de TRU-
016, se observaron patrones similares de aumento de apoptosis en experimentos multiples usando los porcentajes
de células positivas en anexina V como medida de la actividad apoptética y ambas células B, Ramos y BJAB, como
dianas de unién (datos no mostrados).

La Figura 19A demuestra que la apoptosis se ve incrementada significativamente tras incubacion de lineas de
células B con TRU-016 no fraccionado. La Figura 19A muestra una grafica punteada de la tincion con Pl-anexina V
de células Ramos tras incubacion durante 24 horas con el TRU-016 (10 pg/mL). El % de células doble positivas para
anexina V-Pl aumenté de 11,3 % de la poblacion total a 32,8%, y el % de células positivas para anexina V y
negativas para Pl aument6 de 8,5% a 19,7%, lo que indica que la apoptosis se induce tras exposicion a TRU-016.
Se obtuvieron datos similares cuando se usaron células Ramos o BJAB como dianas de unién en estos ensayos.

Se llevaron a cabo otros experimentos que examinan el efecto del TRU-016 sobre la apoptosis de la linea de células
B usando la forma dimérica mas altamente purificada del TRU-016 (Figura 19B). Las muestras fueron analizadas a
24 y 48 horas tras el inicio de las reacciones de incubacion. Se realizé un analisis de Anexina/Pl en varios tipos
celulares usando 20 pg/mL de proteina TRU-016. Debido a que la apoptosis se redujo usando la forma dimérica del
TRU-016, se afadieron 20 yg/mL de IgG antihumana de cabra a las reacciones con el objetivo de reticular los
reactivos sobre la superficie celular. A continuacion se tifieron las células con Anexina V-FTIC y yoduro de propidio.
Los datos mostrados en la Figura 19B demuestran que el pico dimérico de TRU-016 indujo la apoptosis de células
Daudi tras 24-48 horas, pero que la presencia de un agente de reticulacion tal como IgG anti-humana da como
resultado un aumento significativo en el nivel de apoptosis dirigida a CD37.

También se llevaron a cabo experimentos para determinar el efecto de TRU-016 en células B humanas normales en
cultivo usando PBMCs humanas. Las Figuras 20A y 20B muestran los resultados de uno de estos experimentos, con
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graficos en columnas del porcentaje de linfocitos positivos en CD19 y CD40 (células B) presentes en cultivos de
PBMCs tratados durante 48-72 horas solo con medio, TRU-016 o Rituxan.

Se aislaron PBMCs humanas a partir de sangre entera mediante centrifugacion de densidad LSM. Las células fueron
incubadas durante 48 6 72 horas con 1 ug/mL de Rituxan o TRU-016. Una porcion de la reaccion de incubacion se
recolecté a 48 horas y de nuevo a 72 horas después del inicio del experimento. Las PBMCs se lavaron y se
incubaron con FITC anti-CD19, FITC anti-CD40 o FITC anti-CD3 durante 45 minutos en hielo. El porcentaje de
tincion de linfocitos totales con estos reactivos se tabuld a continuacion y se compard con las muestras de PBMC
incubadas en condiciones similares pero sin los reactivos de ensayo, y tefidas como las muestras tratadas. Las
Figuras 20A y B muestran graficos en columnas de la fraccion de la poblacion de linfocitos totales (%) que
proporcionan una sefial FACs positiva tras 48 y 72 horas con los reactivos indicados. La Figura 20C muestra un
grafico compuesto de un experimento similar, que muestra el porcentaje de reduccion del numero original de
linfocitos que expresan el antigeno CD indicado (es decir, positivos en CD19, CD40 o CD3) tras incubacion de
PBMCs con TRU-016 (a 1 pL/mL) durante 24 y 72 horas.

En presencia de reticulado, el tratamiento con la forma dimérica de TRU-016 o Rituxan dio como resultado una
reduccion en el porcentaje de linfocitos B en cultivos de PBMC, medido a través de la tincion positiva para CD19 y
CD40. Aunque el porcentaje de linfocitos B en cultivo fue bajo al finalizar el experimento, el co-cultivo con Rituxan o
TRU-016 rebajo el numero de linfocitos positivos de CD19 y CD40 en el cultivo de PBMC en aproximadamente 1,5-2
veces tras 48 horas, y en mas de tres veces tras 72 horas. Este patréon general de agotamiento de células B tras 48-
72 horas fue reproducible en todos los cultivos de PBMC normales evaluados, independientemente del porcentaje
inicial de partida de linfocitos B en estos cultivos, que oscildé entre aproximadamente 3% y hasta el 7% del total de
linfocitos, dependiendo de la muestra.

La Figura 20C muestra un grafico en columnas del porcentaje de agotamiento de linfocitos B en comparaciéon con
linfocitos T en cultivos de PBMC a corto plazo incubados con TRU-016 durante 24 a 72 horas. Estos datos indican
que el TRU-016 es capaz de un agotamiento especifico de linfocitos B positivos en CD37 procedentes de cultivos de
sangre periférica normal, y que el bajo nivel de union de TRU-016 a linfocitos no B (Figura 1C) es insuficiente para
mediar en un agotamiento significativo de dichos linfocitos procedentes de la poblacién celular.

Ejemplo 10

Las combinaciones de TRU-016 y Rituximab reducen significativamente el volumen tumoral en un modelo de
xenoinjerto tumoral murino

Se llevaron a cabo estudios de xenoinjerto tumoral de ratén explorando terapias de combinacion usando ratones
nude (Harlan) y lineas tumorales humanas Ramos o Daudi. Las células tumorales Ramos o Daudi fueron cultivadas
en matraces T150 en IMDM/FBS al 10% hasta que alcanzaron un 80% de confluencia. Se usaron cinco millones
(5x10 ) de células como indculo tumoral por ratén. Las celulas fueron inyectadas subcutaneamente en el costado
derecho usando PBS en un volumen total de 0,1 mL 0 5,0 x 107/mL. Se permitié que los ratones nude desarrollaran
tumores y se clasificaron en grupos en base al tamafo/volumen del tumor. Para cada grupo de tratamlento se
usaron 12 ratones con un volumen tumoral medio de aproximadamente 222 mm?® (rango = 152 296 mm ) También
se usaron algunos volimenes tumorales medios que oscilaban entre 237 y 251 mm®. Los animales fueron
inyectados intravenosamente (1V) en los dias 0, 2, 4, 6 y 8 con uno de los siguientes reactivos: POI (pico de interés)
GPC de TRU-016, 200 pg/raton; rituxan, 200 yg/ratén, o IgG humana (control) a 200 6 400 pg/ratén como reactivos
individuales, o como las siguientes combinaciones de reactivos: Rituxan + TRU-016 a 100 ug cada uno por ratén; o
Rituxan + TRU-016 a 200 ug cada uno por ratéon. Se midié el volumen tumoral diariamente con calibre hasta la
finalizacion del experimento (sacrificio o regresion). Se representd el volumen tumoral en funcion del tiempo de
tratamiento para cada animal y los resultados también se promediaron dentro de cada grupo.

También se llevaron a cabo estudios similares usando tumores mas pequefos, con los ratones clasificados en
grupos con menores volumenes tumorales medios que oscilan entre 153 y 158 mm?®, y con tumores mas grandes
pero usando células Daudi en lugar de células Ramos. Estos estudios fueron IIevados a cabo en una instalacion de
animales acreditada por AAALAC y con un programa de uso de animales que sigue las guias del "Institutional
Animal Care and Use Committee" (IACUC).

La Figura 21 representa graficamente la eficacia del TRU-016 en comparacion con hulgG, rituxan y las
combinaciones a 100 ug y 200 ug de promedio en cada grupo de 12 animales. El volumen tumoral se represento en
funcion del tiempo tras tratamiento con la(s) inyeccion(es) IV. El volumen tumoral promedio después de tratamiento
con TRU-016 fue menor que el observado usando el control negativo (hulgG). Cuando se representa el % de
supervivencia o el % de animales sin tumor, la terapia de combinacion de la dosis mas alta exhibié la mayor
actividad antitumoral en este modelo tumoral in vivo. Sin embargo, a la menor dosis (100 ug de cada uno), la terapia
de combinacién no fue tan efectiva como cada reactivo individual a una dosis mayor.

Estos datos indican que la terapia con TRU-016, cuando se usa en combinacién con rituxan en las dosis apropiadas,
tendra una mayor eficacia en el tratamiento de tumores de pacientes que la terapia de rituxan solo.
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Ejemplo 11
El TRU-016 reduce el volumen tumoral y aumenta la supervivencia en un modelo de xenoinjerto tumoral murino

Se llevaron a cabo estudios de xenoinjerto tumoral de ratén usando ratones nude (Harlan) y lineas tumorales
humanas Ramos o Daudi. Se llevaron a cabo tres estudios diferentes en base al tipo de tumor y el tamarfio de tumor
en el momento del tratamiento con el reactivo TRU-016 u otro reactivo de ensayo. Se cultivaron células tumorales
Ramos o Daudi y se inyectaron subcutaneamente células (5 x 10°) en el costado derecho para inocular cada raton
tratado con el tumor. Se permitié que los ratones nude desarrollaran tumores y se clasificaron en grupos en base al
tamafio/volumen del tumor. En el primer estudio, para cada grupo de tratamiento, se usaron 12 ratones con un
volumen tumoral medio de 155-237 mm®. Los animales fueron inyectados intravenosamente (IV) en los dias 0, 2, 4,
6 y 8 con uno de los siguientes reactivos: Rituximab, 200 ug/ratdn; pico dimérico GPC de TRU-016, 200 pg/ratén; o
IgG humana (control), 400 pg/ratén. Se midié el volumen tumoral diariamente con calibre hasta la finalizacion del
experimento (sacrificio o regresion). Se representd el volumen tumoral en funcidon del tiempo de tratamiento para
cada animal y los resultados también se promediaron dentro de cada grupo. En la Figura 22A se muestran los
promedios de grupo, mientras que la Figura 22B muestra una comparacion de los datos de porcentaje de
supervivencia para cada grupo de ratones en funcion del tiempo.

La Figura 22A muestra la eficacia de TRU-016 en comparacion con hulgG y Rituxan en el modelo tumoral de
Ramos, promediada para cada grupo de 12 animales. El volumen tumoral se represent6 en funcion del tiempo tras
tratamiento con la(s) inyeccion(es) IV. El volumen tumoral promedio después de tratamiento con TRU-016 fue menor
que el observado usando el control negativo (hulgG). La Figura 22B representa graficamente las curvas de
supervivencia para los diferentes grupos de tratamiento, comparando hulgG, Rituxan y TRU-016. La administracion
de TRU-016, que utiliza el modelo tumoral de Ramos mas demandante con un volumen tumoral de linea base
incrementado, dio como resultado una inhibicion de la tasa de crecimiento tumoral respecto a la IgG humana (datos
no mostrados). La administracion de TRU-016 a ratones con los menores tumores de Ramos dio como resultado
una inhibicién del crecimiento tumoral y aumenté los tiempos de supervivencia medios.

Ejemplo 12
El TRU-016 no afecta a la actividad de CDC de otros receptores de superficie de células B

Para determinar si la molécula de TRU-016 aumenta el nivel de actividad de CDC resultante del tratamiento con
anticuerpos de otros receptores de superficie de células B, ademas del CD20, tal como MHCII, CD19, CD80/86 y
CD40, se llevé a cabo un panel de experimentos similar a los descritos antes para las combinaciones directas de
CD20-CD37.

Se afadieron células Ramos a pocillos con medio completo de Iscoves con FBS al 10%. Los MAbs (reactivo B:
HD37-anti CD19, reactivo C: 9.4-anti-CD45), proteina de fusion (reactivo D: CTLA-4 mulg-lgG2a, Ancell n°501-820),
y fluido ascitico (reactivo A: HB10a-anti-MHCII), fueron afiadidos a las diluciones indicadas (ver Figura 23) y se
realizaron reacciones por duplicado con y sin Rituximab (a 0,05 pyg/mL) o se afadié6 TRU-016 (a 2 pg/mL). Las
reacciones fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C. Las células fueron lavadas y se afiadid NHS a una
concentracion final del 10% en medio libre de suero. Las células fueron incubadas durante 90 minutos a 37°C con la
fuente de complemento. Las células fueron lavadas; se afiadié yoduro de propidio a una concentracion final de 0,5
pg/mL en PBS; las células fueron incubadas a oscuras a temperatura ambiente durante 15 minutos; y después las
células fueron evaluadas mediante citometria de flujo. Cada grafico de los paneles A-D de la Figura 23 representa el
% de células positivas de Pl en los rangos de valoracioén indicados.

En general, los datos indican que no se produjo una diferencia significativa en el nivel de actividad de CDC cuando
los anticuerpos dirigidos a estos receptores se usaron solos o en combinacion con el TRU-016 (Figura 23 A-D).
Puede haber un ligero incremento en los niveles de CDC para los reactivos dirigidos a CD19 y CD45 cuando se
usan con TRU-016 en concentraciones por debajo de las éptimas. Sin embargo, las diferencias en los niveles de
CDC no son tan significativas como las observadas para la combinacion CD20-CD37. Ademas del aumento de CDC
cuando se usan en combinacion los reactivos dirigidos a CD20 y CD37, parece que se produce un aumento en el
nivel de muerte observado usando combinaciones de anti-clasell (HB10a), anti-CD19, anti-CD45 (9.4) o CTLA4Ig
con Rituxan en dosis por debajo de la éptima.

Ejemplo 13

El TRU-016 no aumenta la actividad de CDC de otros receptores diana, que incluyen MHCII, CD19, CD80/86 y
CD40

Para determinar si la molécula de TRU-016 aumenta el nivel de actividad de CDC resultante del tratamiento con
anticuerpos de otros receptores de superficie de células B, ademas del CD20, se llevd a cabo un panel de
experimentos similar a los descritos antes para las combinaciones directas de CD20-CD37 (véase el Ejemplo 8). Los
resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 23. En general, no se produjo una diferencia significativa
en el nivel de actividad de CDC cuando los anticuerpos dirigidos a estos receptores se usaron solos o en
combinacién con el TRU-016. Los niveles de CDC aumentaron ligeramente en respuesta a los reactivos dirigidos a
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CD19 y CD45 cuando se usan con TRU-016 en concentraciones por debajo de la 6ptima. Sin embargo, las
diferencias en los niveles de CDC no fueron tan significativas como las observadas para la combinacion CD20-CD37
(véase el Ejemplo 8). Ademas del aumento de CDC cuando se usan en combinacion los reactivos dirigidos a CD20 y
CD37, parecia que se producia un aumento en el nivel de muerte observado usando combinaciones de anti-MHCII
(HB10a), anti-CD19, anti-CD45 (9.4) o CTLA4Ig con Rituxan en dosis por debajo de la 6ptima.

Ejemplo 14
El TRU-016 aumenta la supervivencia en un modelo de xenoinjerto tumoral murino

Se llevaron a cabo estudios de xenoinjerto tumoral de ratdon mas alla de los descritos en el Ejemplo 11 para
examinar la eficacia del TRU-016 para aumentar la supervivencia a largo plazo usando ratones nude (Harlan) y
lineas celulares tumorales humanas Ramos o Daudi.

Las células tumorales Ramos y Daudi se cultivaron por separado y se inyectaron las células (5 x 10°)
subcutaneamente en el flanco derecho de los ratones para iniciar la formaciéon de xenoinjertos tumorales de ratén.
Tras desarrollarse los tumores, los ratones fueron clasificados en grupos en base al tamafio/volumen del tumor (dia
0). Los animales fueron inyectados intravenosamente (IV) en los dias 0, 2, 4, 6 y 8 con uno de los siguientes
reactivos: Rituximab, 200 pg/ratéon; TRU-016, 200 ug/ratén; rituximab + TRU-016 a 100 6 200 ug/raton; o 1gG
humana (control), 400 pg/raton. Se midié el volumen tumoral tres veces por semana con calibre hasta la finalizacion
del experimento (sacrificio o regresion). Se represento el volumen tumoral en funcién del tiempo de tratamiento para
cada animal y los resultados se promediaron dentro de cada grupo. La Figura 24 muestra el porcentaje de
supervivencia en ratones con tumores Ramos (hasta 90 dias) tras el tratamiento con TRU-016, rituximab o una
combinacién de los mismos. El tratamiento de combinacién con TRU-016 + rituximab aumento significativamente el
tiempo de supervivencia medio frente al tratamiento con terapia de agente individual solo. Las Figuras 25 y 26
muestran el porcentaje de supervivencia en ratones con tumores Daudi (hasta 90 dias) tras el tratamiento con TRU-
016 o rituximab. el tratamiento con TRU-016 aumentd el tiempo de supervivencia medio en tumores Daudi
establecidos (Figura 25). El TRU-016 fue mas efectivo que el rituximab para mantener la supervivencia en ratones
con tumores Daudi (Figura 26).

La administracion de TRU-016 como agente individual en ratones con tumores de Ramos establecidos demostré una
inhibicién del crecimiento tumoral y mejoro los tiempos de supervivencia equivalentes a rituximab administrado como
agente individual, y fue superior a los ratones tratados con control de HulgG. Los datos agrupados de 3
experimentos demostraron que la terapia de combinacién de TRU-016 y rituximab dio como resultado una mejora
estadisticamente significativa en el tiempo de supervivencia en comparacion con las monoterapias de TRU-016 (p =
0,028) o rituximab (p = 0,045). Las regresiones tumorales completas también se vieron potenciadas para los grupos
de combinacion de TRU-016 y rituximab. El cuarenta y dos por ciento del grupo de combinacién de TRU-016 +
rituximab 200 pg fue capaz de alcanzar una regresion completa a largo plazo en sus tumores en comparacion con el
20% de tasa de regresion tumoral en ratones tratados con TRU-016 6 rituximab solos (véase la Tabla 3 y la Figura
24).

Tabla 3. Supervivencia tras tratamiento en tumores de Ramos establecidos

Porcentaje de ratones sin tumor en| Tiempo de supervivencia medio
el dia 90 (Dias)
TRU-016 + rituximab (200 ug) 42 31
TRU-016 + rituximab (100 ug) 25 24
TRU-016 (200 ug) 20 16
Rituximab (200 pg) 20 17
HulgG 0 10

Se observo una reduccion del crecimiento tumoral y una mejora del tiempo de supervivencia tras el tratamiento con
TRU-016 en el modelo de xenoinjerto tumoral de Daudi (véase la Tabla 4 y las Figuras 25 y 26). La administracion
de TRU-016 potencié significativamente el tiempo de supervivencia en comparacion con el grupo de control.
También se observd un aumento en el porcentaje de ratones libres de tumor con el tratamiento con SMIP-016 en
este modelo en comparacion con los grupos de control y de rituximab.
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TABLA 4. Supervivencia tras tratamiento en tumores de Daudi establecidos

Porcentaje de ratones sin tumor en| Tiempo de supervivencia medio
el dia 90 (Dias)
TRU-016 (100 ug) 25 24
Rituximab (100 pg) 0 17
HulgG 0 15

El tratamiento con SMIP dirigido a CD37 (TRU-016) es tan efectivo como la monoterapia de rituximab para reducir el
volumen tumoral y para aumentar el tiempo de supervivencia en el modelo de xenoinjerto tumoral de Ramos. La
terapia de combinacion de TRU-016 + rituximab demostrd un beneficio potenciado para reducir el volumen tumoral y
para mejorar significativamente el tiempo de supervivencia en comparacion con las monoterapias de rituximab o
TRU-016 en el modelo de xenoinjerto tumoral de Ramos. En el modelo de xenoinjerto de Daudi, los ratones tratados
con TRU-016 demostraron un aumento estadisticamente significativo en el tiempo de supervivencia medio en
comparacion con los controles de HulgG. El tratamiento con rituximab no extendio los tiempos de supervivencia con
respecto a los ratones de control. Estos datos resaltan la eficacia de una terapia dirigida a CD37 en estos modelos
de xenoinjerto de NHL.

Ejemplo 15
El TRU-016 potencia la muerte celular inducida por Fludarabina en células CLL in vitro

La fludarabina es un farmaco quimioterapéutico usado en el tratamiento de malignidades hematolégicas. La
fludarabina es un analogo de purina que inhibe la sintesis de ADN interfiriendo con la ribonucleétido reductasa y la
ADN polimerasa. La fludarabina es activa contra células en division y células en reposo. La fludarabina es altamente
efectiva en el tratamiento de la leucemia linfocitica crénica (CLL), produciendo mayores tasas de respuesta que
agentes alquilantes tales como el clorambucil solo (Rai et al., N. Engl. J. Med. 343: 1750-1757, 2000). La fludarabina
se usa en varias combinaciones con ciclofosfamida, mitoxantrona, dexametasona y rituximab en el tratamiento de
linfoma indolente y linfoma no de Hodgkins. Sin embargo, también se ha observado resistencia a la fludarabina en
tratamientos. La fludarabina induce la apoptosis dependiente de caspasa en células CLL, y la apoptosis mediada por
TRU-016 parece ser independiente de la activacion de caspasa. El presente estudio examiné el efecto del TRU-016
con la fludarabina sobre células CLL.

Las células fueron tratadas con TRU-016 en dosis que oscilan entre 0,1 y 100 ug/mL y con fludarabina en dosis que
oscilan entre 0 y 20 uM (ver la Figura 27). El TRU-016 fue proporcionado por Trubion Pharmaceuticals (Seattle, WA).
La fludarabina (F-araA) fue adquirida de SIGMA (St. Louis, MO). El medio RPMI 1640 fue comprado a Invitrogen
(Carlsbad, CA). La anexina V marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y el yoduro de propidio (IP) fueron
adquiridos de BD Pharmingen, San Diego, CA. El bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) fue
comprado a Sigma (St. Louis, MO). Las células B-CLL fueron aisladas inmediatamente después de la donacion
usando centrifugacion de gradiente de densidad ficoll (Ficoll-Paque Plus, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
Se incubaron células mononucleares en medio RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero bovino fetal
desactivado térmicamente (FBS, Hyclone Laboratories, Logan, UT), L-glutamina 2 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA), y
penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis) a 37°C en una atmdsfera con un 5% de
CO,. Para todos los experimentos descritos en la presente memoria se usaron células B-CLL recién aisladas
excepto para la tincion superficial. Para las muestras con menos de un 90% de células B, se aplico una seleccion
negativa para agotar las células no B usando el Kit Il de aislamiento de células B (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) o
mediante el kit "Rosette-Sep" de Stem Cell Technologies (Vancouver, Columbia Britanica, Canada) segun el
protocolo sugerido por el fabricante. Se compré la linea celular Raji (linea de células de linfoma humano de Burkitt) a
ATCC y se mantuvo en medio RPMI 1640 que contenia un 10% de FBS, suplementado con penicilina,
estreptomicina y glutamina. Las células fueron divididas 1:3 cuando la densidad celular alcanzé 1 x 10%/mL. El medio
se cambid la noche antes de cada estudio para asegurar que se usaban células frescas.

Las células fueron tratadas in vitro como se ha descrito en la presente memoria. Se preparé una dilucién en serie 1:4
de fludarabina (44, 11, 2,8, 0,7, 0,17 y 0,04 uM) en una placa de 6 pocillos transfiriendo 2 mL de medio que contiene
farmaco al siguiente pocillo que contenia 6 mL de blanco de medio. En una placa de 6 pocillos separada, se prepard
una dilucién en serie 1:4 de TRU-016 (44, 11, 2,8, 0,7, 0,17 y 0,04 pg/mL) en medio usando el mismo método de
dilucién. De todas las placas se transfirieron 0,45 mL de medio a un pocillo disefiado de una placa de 48 pocillos
para preparar una disolucion de farmaco mixta en medio (0,9 mL en total por cada pocillo). A continuacion se
afadieron las células CLL suspendidas en medio con una denS|dad de 1x10” células/mL (0,1 mL) a los 0,9 mL de
medio de cada pocnlo para obtener una densidad final de 1x10° células/mL. Para las celulas Raiji, la densidad celular
final fue de 5x10* células/mL. Por tanto, la suspension celular usada fue de 5x10° células/mL. Para los ensayos
MTT, se prepararon diluciones en serie de farmaco en placas de 96 pocillos, y se transfirieron a otras placas de 96
pocillos para la incubaciéon con células. El volumen total para incubacion es de 200 pL (90 uL de disoluciéon de
fludarabina, 90 pL de disolucion de TRU-016 y 20 pL de suspension celular). La viabilidad celular se determind
usando ensayos MTT a 48 h, y la apoptosis se midié usando Anexina V/PI a las 24 h.
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Se llevaron a cabo ensayos MTT para medir la viabilidad celular como se ha descrito en la presente memoria.
Resumidamente, se sembraron 10° células CLL en placas de 96 pocillos. Las células fueron incubadas durante 48
horas. A cada pocillo se afiadieron 50 pL de disolucion de trabajo MTT (2 mg/mL, preparada a partir de 5 mg/mL de
reactivo de MTT mezclado con RPMI 1640 2:3 v/v), y las células se incubaron durante 8 horas. Las placas fueron
sometidas a centrifugacion y el sobrenadante se elimind y se disolvié en 100 pL de disolucion de lisis. Las muestras
se midieron con un lector de placas a D.O. 540. La viabilidad celular se expres6é como el porcentaje de viabilidad en
comparacion con el control de medio.

La apoptosis de células CLL tras incubacién con anticuerpos se midié usando tincién de anexina V-FTIC/yoduro de
propidio (Pl) con andlisis FACS. Se tifieron 5x10° células en 200 uL de 1x tampon de union (BD Pharmingen) con 5
ML de anexina V (BD Pharmingen) y 5 puL de Pl (BD Pharmingen), y se mantuvieron a oscuras a temperatura
ambiente durante 15 minutos antes de la suspension con 300 yL de 1x tampdn y se analizaron por citometria de
flujo. Se prepararon células sin tefiir, células tefiidas solo con Anexina V, y células tefiidas solo con PI. Para todos
los experimentos de citometria de flujo, se llevé a cabo un analisis FACS usando un citdmetro Beckman-Coulter
EPICS XL (Beckman-Coulter, Miami, FL). Los fluoréforos se excitaron a 488 nm. Se midié la fluorescencia FITC con
FL1, mientras que la fluorescencia Pl y PE se midié con FL3. Para analizar los datos se aplico el paquete de
software System Il (Beckman-Coulter). EI nimero de células contadas se fijé en 10.000 para cada muestra.

Se determind un efecto sinérgico mediante el uso del método de isobolograma. Para identificar sinergias, se
compar6 el efecto de un farmaco con el efecto de cada farmaco solo. Esto se basa en la ecuaciéon: Ca/Ca,b +
Cb/Cb,a = CI, donde Ca y Cb son la concentracion de farmaco A y de farmaco B solos, respectivamente, para
producir un efecto deseado (p.ej. 50% de muerte celular). Capy Cpa sON las concentraciones de farmaco A y farmaco
B en una combinacién, respectivamente, para producir el mismo efecto. Cl es el indice de combinacién. Se
determinaron las concentraciones de fludarabina y TRU-016, que producen un 50% de muerte (IC50) y se muestran
en la Figura 27C [IC50 de Fludarabina (I) e IC50 de TRU-016 (Il)]. La linea recta entre estos dos puntos en los ejes
es la linea de efecto aditivo. Posteriormente, también se determinaron diferentes combinaciones de fludarabina y
TRU-016 que alcanzan un 50% de muerte celular a partir del estudio de viabilidad y se representan en el mismo
grafico. Cuando los puntos caen por debajo de la linea aditiva, se indica sinergia. Cuando los puntos se elevan por
encima de la linea, se indica antagonismo. Cuando los puntos estan en la linea, se indica aditividad.

La Figura 27 muestra que TRU-016 reduce de forma eficaz la viabilidad celular relativa en células tratadas con
fludarabina, potenciando con ello el efecto citotoxico de la fludarabina sola. Por tanto, este estudio proporciona
evidencias de que el TRU-016 puede ser co-administrado con fludarabina, dando como resultado un aumento de la
eficacia (es decir, una reduccion sinérgica de células CLL) en el tratamiento de malignidades hematoldgicas.

Ejemplo 16
El TRU-016 induce citotoxicidad directa en células resistentes a rituximab

Tal como se describe en la presente memoria, el rituximab es un anticuerpo monoclonal usado en el tratamiento de
NHL, FCC, MCL, DLCL, SLL y CLL. El presente estudio se realizé para determinar la eficacia del TRU-016 para
inducir citotoxicidad directa en células resistentes a rituximab.

Células resistentes a rituximab (1X10° células) (Raji 4RH y RL 4RH, suministradas por el Dr. Myron S. Czuczman,
Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY) fueron tratadas con herceptina (10 pyg/mL), rituximab (10ug/mL) o TRU-
016 (5 pg/mL) en presencia de un exceso 5 a 1 de IgG anti-humana de cabra durante 24 horas. Se midio la
citotoxicidad directa mediante tincion de anexina/Pl y se calculd la viabilidad celular (porcentaje) respecto a células
de control (células tratadas con herceptina).

El TRU-016 indujo una mayor toxicidad celular que el rituximab en lineas celulares resistentes a rituximab (ver la
Figura 28). Por tanto, el TRU-016 es un agente efectivo para inducir citotoxicidad en células resistentes a rituximab,
haciéndolo util como agente terapéutico en enfermedades que se caracterizan por, o que implican, células
resistentes a rituximab, tal como algunas células B.

Ejemplo 17
El TRU-016 induce fosforilacion de tirosina en células B CLL CDC19+ primarias

Para determinar como induce el TRU-016 sefial de transduccién en células B, se llevaron a cabo experimentos para
examinar el efecto del TRU-016 en la fosforilacion de tirosina.

Se suspendieron células CD19+ recién aisladas (~50-100x106) procedentes de pacientes de CLL a una
concentracion de 5X10%mL de PBS. A continuacion las células fueron incubadas durante 10 minutos a 37°C, 5% de
CO,, con control, trastuzumab (herceptina) o TRU-016 a una concentracion final de 5 ug/mL. Las células fueron
precipitadas por centrifugacion, se retird el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en PBS fresco al
volumen inicial. Se afiadid reticulante especifico de fragmento Fc anti-humano de cabra (25 ug/mL) y las células se
incubaron durante otros 5 minutos adicionales. Las células volvieron a ser precipitadas por centrifugacion, se retir6 el
sobrenadante y las células fueron lisadas en 1 mL de tampodn de lisis RIPA con inhibidores de proteasa y fosfatasa
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(Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 1% de Triton X-100, 1% de acido desoxicdlico, 0,1% de SDS y EDTA 5 mM,
todo concentraciones finales). Se usé coctel inhibidor de proteasa de Sigma n° cat. P-8340; coctel inhibidor de
fosfatasa de Sigma: céctel inhibidor de serina/treonina fosfatasa n°® cat. P-2850; e inhibidor de tirosina fosfatasa n°
cat. P-5726; PMSF (100mM). Los inhibidores se afiadieron al tampdn de lisis inmediatamente antes de su uso con
una dilucién 1:100. La concentracion de proteina en los lisatos fue cuantificada mediante el método de acido bicin
coninico (BCA) (Pierce, Rockford, IL). Las muestras de proteinas de control y tratadas (50 ug de proteina total)
fueron separadas mediante electroforesis de gel bidimensional (rango de pH 3-10) (12 dimension) y SDS-PAGE al
10% (22 dimensién). La proteina fue transferida a membranas de nitrocelulosa de 0,2 nm (Schleicher & Schuell,
Keene, NH) y se sometié a analisis de inmunotincion usando el clon de anticuerpo de anti-fosfotirosina 4G10
(Upstate Biotechnology), siguiendo un protocolo estandar. Se us6 IgG anti-conejo de cabra conjugada a peroxidasa
de rabano (HRP) como anticuerpo secundario. La deteccion de la fosfoproteina se realizé con sustrato
quimioluminiscente (SuperSignal, Pierce Inc. Rockford, IL).

El TRU-016 induce fosforilacion de tirosina en células B CLL primarias CD19+, tal como muestra el analisis de gel
bidimensional (Figura 29). Por tanto, estos experimentos muestran que un modo en el que actia el TRU-016 es a
través de un mecanismo de fosforilacion de tirosina.

Ejemplo 18
Moléculas TRU-016 humanizadas

Tal como se establece en el Ejemplo 1, se describen SMIPs especificos de CD37 (tal como el TRU-016) en la
Solicitud de Patente de EE.UU. compartida n° 10/627.556 y en las Solicitudes de Patente de EE.UU. n°
2003/133939, 2003/0118592 y 2005/0136049. Un ejemplo de SMIP especifico de CD37, el polipéptido de TRU-016
(SEQ ID NO: 2), se ha producido y se ha descrito en la presente memoria. El presente ejemplo proporciona SMIPs
de TRU-016 humanizados.

En la técnica se conocen los anticuerpos humanizados y se discuten en la Publicacién de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos n° 2006/0153837. La presente solicitud usa las técnicas implicadas en la humanizacion de
anticuerpos (discutidas mas adelante) para humanizar SMIPs, y particularmente para humanizar TRU-016.

Es de esperar que la "humanizacion" dé como resultado un anticuerpo que sea menos inmunogénico, con una
retencion completa de las propiedades de unién a antigeno de la molécula original. A fin de retener todas las
propiedades de unién a antigeno del anticuerpo original, la estructura de su sitio de union a antigeno deberia
reproducirse en la version "humanizada". Esto se puede lograr anclando solo CDRs no humanas en dominios
estructurales variables y en regiones constantes, con o sin retencion de residuos estructurales criticos (Jones et al,
Nature 321: 522 (1986); Verhoeyen et al, Science 239: 1539 (1988)) o recombinando los dominios no humanos
enteros (para preservar las propiedades de ligando-unién), pero "enmascarandolas" con una superficie de tipo
humana a través de una sustitucion juiciosa de los residuos expuestos (para reducir la antigenicidad) (Padlan,
Molec. Immunol. 28:489 (1991)).

Esencialmente, la humanizacién mediante anclaje de CDR implica recombinar solo las CDRs de un anticuerpo no
humano sobre una estructura de region variable humana y una regidon constante humana. Tedéricamente, esto
deberia reducir sustancialmente o eliminar la inmunogenicidad (excepto si existen diferencias alotipicas o
idiotipicas). Sin embargo, se ha publicado que también se puede necesitar preservar algunos residuos estructurales
del anticuerpo original (Reichmann et al, Nature, 332: 323 (1988); Queen et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:
10.029 (1989)).

Los residuos estructurales que necesitan ser preservados son susceptibles de identificacion a través de
modelizacién con ordenador. Alternativamente, potencialmente se pueden identificar los residuos estructurales
criticos mediante comparacion de estructuras de sitio de union a antigeno conocidas (Padlan, Molec. Immun., 31(3):
169-217 (1994)).

Los residuos que afectan potencialmente a la uniéon a antigeno se distribuyen en varios grupos. El primer grupo
comprende residuos que estan contiguos a la superficie del sitio de antigeno, que por lo tanto podrian entrar en
contacto directo con los antigenos. Estos residuos incluyen los residuos amino-terminales y los adyacentes a las
CDRs. El segundo grupo incluye los residuos que podrian alterar la estructura o el alineamiento relativo de las
CDRs, tanto por entrar en contacto con las CDRs como por entrar en contacto con otra cadena peptidica del
anticuerpo. El tercer grupo comprende aminoacidos con cadenas laterales enterradas que podrian influir en la
integridad estructural de los dominios variables. Los residuos de estos grupos se encuentran habitualmente en las
mismas posiciones (Padlan, 1994, ver anterior) aunque sus posiciones identificadas pueden diferir dependiendo del
sistema de numeracion (véase Kabat et al, "Sequences of proteins of immunological interest", 52 ed., Pub. N° 91-
3242, U.S. Dept. Health & Human Services, NIH, Bethesda, Md., 1991).

Aunque la presente invencion esta dirigida a la humanizacién de SMIPs y no de anticuerpos, el conocimiento sobre

anticuerpos humanizados que existe en la técnica es aplicable a los SMIPs segun la invencion. Algunos ejemplos de
moléculas TRU-016 humanizadas se incluyen en la Tabla 5 a continuacion.
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Para preparar construcciones de TRU-016 humanizadas de la invencion, se alinearon las regiones estructurales de
raton del TRU-016 con residuos estructurales VH1 y VH5 humanos para la cadena pesada y VK1 y VK3 para la
cadena ligera. Las mejores coincidencias se analizaron para determinar la compatibilidad estructural con las CDRs
de las regiones variables de raton. Aunque habia varias combinaciones igualmente compatibles para elegir, nosotros
habiamos tenido éxito previamente usando la combinacion VK3 (X01668), VH5-51 (Z212373), por lo que los SMIPs
anti-CD37 humanizados fueron disefiados usando estas estructuras humanas unidas mediante un ligando 15aa
GlyaSer ((g4s)3) scFv. La construccion VK3 fue construida con JK1 como coincidencia de FR4 preferida y la VH5 fue
construida con JH2 que codifica para FR4, como en construcciones descritas previamente. Los SMIPs fueron
construidos desde cero usando PCR de oligonucledtidos solapantes. Los productos de longitud completa se
clonaron en el vector de expresién de SMIP en cuadro con la bisagra de IgG1 humana, CH2 y CH3. Dichos clones
fueron verificados en su secuencia, transfectados en células COS-7 evaluados para unién a la linea de linfoma de
células B Ramos en medio acondicionado durante 3 dias. Con el objetivo de aumentar la humanizacion, se
incorporaron cambios en la CDR1 de la cadena ligera en las posiciones L25, L27 y L28 y fueron bien tolerados, lo
que demuestra una actividad de union igual a la de la molécula humanizada original 019001. Se prepararon
construcciones de ADN adicionales de un modo similar para alterar la CDR3 de la region VH incorporando
aminoacidos de linea germinal, H100-H102, codificados por varias regiones JH humanas. Las construcciones fueron
examinadas para determinar el nivel de expresion y el grado de union a CD37 en células Ramos.

TABLA 5. Construcciones de TRU-016 humanizadas

Constr:tlccién Descripcién Ligando |Bisagra SEQ,IA?DEO de | SEQ IAD;IO de
019001 Vk3:VH5-51 15aa glydser | SSC-P 5 6
019002 Ligando Vk3:VH5-51 (TG-SS) 15aa glydser | SSC-P 7 8
019003 Vk3:VH5-51 VH V11S 15aa gly4ser | SSC-P 9. 10
019004 Vk3:VH5-51 VK3, cdr1 (E —»Q) 15aa gly4ser | SSC-P 11 12
019005 Vk3:VH5-51 VK3, cdr1 (N — S) 15aa gly4ser | SSC-P 13 14
019006 Vk3:VH5-51 VK3, cdr1 (T — A) 15aa glydser | SSC-P 15 16
019010 mVk:VH5-5a 15aa gly4ser | SSC-P 17 18
019011 Vk3:mVH (mutacion G-S de ligando) | 15aa gly4ser | SSC-P 19 20
019017 Vk3:VH5 VH3 FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 21 22
019018 mVH:Vk3 15aa gly4ser | SSC-P 23 24
019019 Vk3:mVH (019011 con Lider 2H7) 15aa glydser | SSC-P 25 26
019021 mVH:Vk3 15aa glydser | SSC-P 27 28
019023 Vk3:mVH (mutacion GS4 fija 019011) | 15aa gly4ser | SSC-P 29 30
019024 Vk3:mVH (mutacion GS4 fija 019011) | 15aa gly4ser | SSC-P 31 32
019025 Vk3:VH5 VH3 FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 33 34
019026 Vk3:VH5 VH3 FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 35 36
019032 Vk3:VH5 VH3-13 FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 37 38
019033 Vk3:VH5 VH3-13 FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 39 40
019034 Vk3:VH5 VH3-13L11S FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 41 42
019035 Vk3:VH5 VH3-13L11S FWA1 15aa gly4ser | SSC-P 43 44
019037 Vk3(cambios CDR-L1):VH5 15aa glydser | SSC-P 45 46
019041 019006-CDR-H3 JH4 15aa gly4ser | SSC-P 47 48
019043 019006-CDR-H3 JH6 15aa gly4ser | SSC-P 49 50
019044 019006-CDR-H3 JH5a 15aa gly4ser | SSC-P 51 52
019045 019006-CDR-H3 JH5b 15aa gly4ser | SSC-P 53 54
019046 019006-CDR-H3 JH1 15aa gly4ser | SSC-P 55 56
019047 019006-CDR-H3 JH3a 15aa gly4ser | SSC-P 57 58
019048 019006 - CDR-H3 JH3b 15aa gly4ser | SSC-P 59 60
019049 019006 - CDR-H3 JH2 15aa gly4ser | SSC-P 79 80
019050 019006 - CDR-H2 cambios 15aa glydser | SSC-P 81 82
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Constr:tlccién Descripcién Ligando |Bisagra SEQ,IA?DEO de | SEQ IAD;IO de
019051 019044 20aa gly4ser | CPPCP 83 84
019008 85 86
019009 87 88

La secuencia de aminoacidos de consenso de la construccion de TRU-016 humanizada n° 019001 (SEQ ID NO: 6;
H016-019001) y de TRU-016 no humanizado (SEQ ID NO: 2; 016-G28-1) se muestra con numeracion de Kabat en la
Figura 30A. La Figura 30 B muestra los alineamientos de secuencia de aminoacidos de las construcciones de TRU-

016 humanizadas n° 019001 (SEQ ID NO: 6), 019008 (SEQ ID NO: 86) y 019009 (SEQ ID NO: 88).

En la Figura 31 se muestran los alineamientos de secuencia de ADN y de aminoacidos de tres construcciones
humanizadas de TRU-016 (019001, 019041 y 019044), que demuestran una elevada union especifica de CD37 a

células B Ramos.

En la Figura 32 se muestran los alineamientos de ADN formateado FASTA y de secuencia de aminoacidos de las

mismas tres construcciones humanizadas del TRU-016 (019001, 019041 y 019044).

A continuacién se proporcionan regiones de bisagra adicionales (Tabla 6) y regiones estructurales adicionales (Tabla
7) que pueden usarse en las moléculas de TRU-016 humanizadas de la invencion.

TABLA 6. Regiones de bisagra de SMIPs de TRU-016 humanizados

Descripcion de bisagra |Secuencia de ADN o de aminoacidos SEQID NO:
ccc(p)-hlgG1 (ADN) | gagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgtccaccgtgecca 89
ccc(p)-hlgG1 (AA EPKSCDKTHTCPPCP 90
scc(p)-hlgG1 (ADN)  |gagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgccca 91
scc(p)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTCPPCP 92
scc(s)-hlgG1 (ADN)  |gagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgctca 93
scc(s)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTCPPCS 94
scs(s)-hlgG1 (ADN) | gagcccaaatctigtgacaaaactcacacatgtccaccgagctc 95
scs(s)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTCPPSS 96
sss(p)-hlgG1 (ADN) | gagcccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccgagecc 97
a: . '
sss(p)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTSPPSP 98
sss(s)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatctictgacaaaactcacacatctccaccgagctca 99
sss(s)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTSPPSS 100
csc(p)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatcftgtgacaaaactcacacatctccaccgtgccca 101
csc(p)-hlgG1 (AA) EPKSCDKTHTSPPCP 102
csc(s)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatctigtgacaaaactcacacatctccaccgtgctca 103
csc(s)-hlgG1 (AA) EPKSCDKTHTSPPCS 104
ssc(p)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccgtgecca 105
ssc(p)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTSPPCP 106
scs(s)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatctictgacaaaactcacacatctccaccgtgctca 107
scs(s)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTSPPCS 108
css(p)-hlgG1 (ADN) | gagcccaaatctigtgacaaaactcacacatctccaccgagece 109
a , :
css(p)-hlgG1 (AA) EPKSCDKTHTSPPSP 110
css(s)-hlgG1 (ADN) |gagcccaaatctigtgacaaaactcacacatctccaccgagctca 111
css(s)-hlgG1 (AA) EPKSCDKTHTSPPSS 112
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Descripcion de bisagra [Secuencia de ADN o de aminoacidos SEQID NO:
scs(s)-higG1 gagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgtccaccgagcetc 113
a . . .
(ADN)
scs(s)-hlgG1 (AA) EPKSSDKTHTCPPSS 114
higA1 VPSTPPTPSPSTPPTPSPS 115
higA2 VPPPPP 116
hlgG3 (ADN) gagctcaaaactcctctcggggatacgacccatacgtgteccecege 117
tgtcctgaaccgaagtcctgcgatacgectcegecatgtccacggt
gcccagageccaaatcatgecgatacgeccccaccgtgtceeege
tgtcctgaaccaaagtcatgcgataccccaccaccatgtccaaga
tgccca ’ '
higG3 (AA) ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCP 118
EPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCP
IgG315hscc (ADN) gagcccaaatcttctgacacacctcccccatgcccacggtgccce 119
IgG315hscc (AA) EPKSSDTPPPCPRCP 120
IgG315hcss (ADN) gagcccaaatcttgtgacacacctcccccatccccacggtcecca 121
IgG315hcss (AA) EPKSCDTPPPSPRSP 122
IgG315hsss (ADN) gagcccaaatcttctgacacacctcccccatccccacggtecececa 123
IgG315hsss (AA) EPKSSDTPPPSPRSP 124
IgG3hl5csc (ADN) gagcccaaatcttgtgacacacctcccccatccccacggtgecca 125
IgG3hli5csc (AA) EPKSCDTPPPSPRCP 126
higD ESPKAQASSVPTAQPQAEGSLAKATTAPATTR 127
NTGRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTP
TABLA 7. Regiones estructurales de SMIPs de TRU-016 humanizados
Region V (Regiones estructurales VH humanas para humanizacion anti-| SEQ ID NO:
CD37
FR1
VHA1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT 140
VHA1 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS 141
VHA1 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS 142
VHA1 EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFT 143
VH5 EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFT 144
VH5 EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFT 145
VH7 QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFT 146
FR2
VHA1 WVRQAPGQGLEWMG 147
VHA1 WVRQAPGQGLEWMG 148
VHA1 WVRQAPGQGLEWMG 149
VHA1 WVQQAPGKGLEWMG 150
VH5 WVRQMPGKGLEWMG 151
VH5 WVRQMPGKGLEWMG 152
VH7 WVRQAPGQGLEWMG 153
FR3
VHA1 RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR 154
VHA1 RVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR 155
VHA1 RVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR 156
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VH1 RVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT 157
VH5 QVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR 158
VH5 HVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR 159
VH7 RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAR 160
FR4
WGQGTLVTVSS 161
WGRGTLVTVSS 162
WGQGTMVTVSS 163
WGQGTMVTVSS 164
WGQGTLVTVSS 165
WGQGTLVTVSS 166
WGQGTLVTVSS 167
WGQGTTVTVSS 168
WGKGTTVTVSS 169
Regiones estructurales VK humanas para humanizacion anti-
CD37
FR1
VK3 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC 170
VK3 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC 171
VKA1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 172
VKA1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 173
VKA1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 174
VKA1 NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITC 175
VKA1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 176
VKA1 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC 177
VKA1 DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITC 178
VKA1 AIRMTQSPFSLSASVGDRVTITC 179
VKA1 AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC 180
VKA1 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC 181
FR2
VK3 WYQQKPGQAPRLLIY 182
VK3 WYQQKPGQAPRLLIY 183
VKA1 WYQQKPGKAPKLLIY 184
VKA1 WYQQKPGKVPKLLIY 185
VKA1 WYQQKPGKAPKRLIY 186
VKA1 WFQQKPGKVPKHLIY 187
VKA1 WFQQKPGKAPKSLIY 188
VKA1 WYQQKPGKAPKLLIY 189
VKA1 WYQQKPGKAPKLLIY 190
VKA1 WYQQKPAKAPKLFIY 191
VKA1 WYQQKPGKAPKLLIY 192
VKA1 WYQQKPGKAPKLLIY 193
FR3
VK3 GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC 194
VK3 GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC 195
VKA1 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC 196
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VK1 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC 197
VK1 GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC 198
VK1 GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC 199
VK1 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC 200
VK1 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC 201
VK1 GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC 202
VK1 GVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYC 203
VK1 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC 204
VK1 GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC 205
FR4
FGQGTKVEIK 206
FGQGTKLEIK 207
FGPGTKVDIK 208
FGGGTKVEIK 209
FGQGTRLEIK 210

Es de esperar que a los especialistas en la técnica se les ocurran numerosas modificaciones y variaciones de la
invencion tal cual se ha establecido en los ejemplos ilustrativos anteriores. Por consiguiente, solo deberian aplicarse
a la invencion las limitaciones que aparecen como tales en las reivindicaciones anexas.
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Secuencias de ADN y de aminoacidos correspondientes a las SEQ ID NOS: 79-88

Construccion n°

SEQID NO:

Secuencia de ADN o de aminoacidos

019049

79

aagcltgccgccatggaagccg:cagcgcagcttctcttcctcctgctactc’tggctcccag
ataccaccggagaaattgtgttgacacagtctccanCacéctgtctttgtctccaggcga
aagagccaccctctcctgccgagcaagtgaaaat;qtttacagctgcttagcctggtacca
acégaaacctggccaggétcctaggctéctcatctattttgcaaaaaccttagcagaagg
aattccagccaggttcagtggcagtggatccgggacagacttcactctcaccatcagca

gcctagagcctgaagattttgcagtttattactgtcaacatcattccgataatccgtggacat
tcggccaagggaccaaggtggaaatcaaaggtggeggtggotcgggeggtggtggat |
ctggaggaggtgggaccggtgaggtgcagetgatgcagtetggagcagaggtgaaaa
agcccggagagtctectgaagatitcctgtaagggateceggttactcattcactggetacaa

tétgaactgggtgcgccagatgc;ccgggaaaggcqtcgagtggatgggca_atattga_tc

cttattatggtggtactacclacaaccggaagtt(_:aagggccaggtcactétctccgccga

caagtccatcagcaccgcC(acgtgcaétgg‘agcagcctgaaggcctcggacaccgc
catgtattactglgcacgctcagtdggccctttcgacctctggggcégaggcaccétggtc .
actdtctcctqtgatcaggagccda aatcltctg acaaaactcacacatctccaccgtgec
cagcacctg'aactcctgggtggaccgtcagtptfcctcttccccccaaaacccaaggac
accctcatgatctccgggaéccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacga
agaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtaééa_cagcacgtaccgtgtggtcagcgtcclcacd
gtcctgcacqaggactggctgaatggcaaggégtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccégcccccatcgagaaaaccatctcCaaagccaaagggcagccccgaga
accacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgéccaagaaccaggtcag
éctgacctgcctggtcaaaggcttcta‘tccaagcgacatcgccgtggagt_gggagagca
atgggcagccggagaacaadacaagaccacgcctcccgtgctggacfccgacggct
ccttcttcctctacagcaagctcacégtggacaagagcagglggCagcaggggaacgt
.cttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgéacaacéaciacacgcagaagagcc_tctc
cetgtctccgggtaaatgatetaga ‘ '

..

019049

80

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR

“ASENVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYFAKTLAEGlPARF SGSGS.

GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHHSDNPWTFGQGTKVEIKGGG
GSGGGG'S‘GGGGTGEVQLVQSGAEVKKPGESLKlSCKGSGYS

FTGYNMNWVRQMPGKG_LEWMGNIDPYYGGTTYN RKFKGQ

VTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSVGPFDLWGRGT
LVTVSSDQEPKSSDKT HTSPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR

EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG_KEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG

NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK . :
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Construccion n°

SEQID NO:

Secuencia de ADN o de aminoacidos

019050

81

aagcttgccgeccatggaagecccagetcagcettetcttectcetgetactctggetcecag

ataccaccggagaaattgigtigacacagtctccagccacccigtettigtctccaggega
aagagccaccctctcctgccgagcaagtgaaaatgtﬁacagctacttagccfggtacca
acagaaac(:tggccaggctcctaggctcctcatctattttgcaaaaaccttagcaga’agg
aattccagcdaggttcagtggcagtg‘gatccgggacagacttc_:actctcaccatcagca _
gcétégagcctgaagattttgcagtttattactgtcaacatcattccgataatch;tggacat
tcggccaagggaccaaggtggaaatcaaaggtggcggfggctcgggcggtggtggat
ctggaggaggtggggctagégaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaa
agccggqagagtqtc@gaagatt_tcctgtaagggatccggttactcattcactagctacaa
tatgaactgggtgcgccagatgcdcgggaaaggcctggagtggatgggcaatattgat

ccttattatggtggtéctaactacgcdcagaagttccagggct:aggtcactatctccgccg
acaégtccatcagcaécgcctécctgcaatggégcagcctgaaggcctpggacaccg
ccatgtattactgtgcacg 6tcagtcggccc'tatggactactggggccgcggcaccdtgg
tcactgtctcctctgatcaggageccaaatctictgacaaaactcacacatctccaccegtg
'cccagcacctgaactcctgggtggaccgtcagtcttcthttccccccéaaacccaagg

acaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccac
gaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgéca
agacaaagcc;gcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctc .
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaégtgcaaggtctccaac

aaagcccteccageceecatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecceg

) agaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggatgagetgaccaagaaccaggt

cagcctgacctgcctggtcaaagQcttctatccaagcgacatcgccgtggagtgggaga
gcaatgggcachggagaacaactaéaagaccacgcctcccgtgctggactccgac
ggctccttcttcctctacaécaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagQgga
acgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagc
ctctccctgtctccgggtaaatga

019050

82

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR

ASENVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYFAKTLAEGIPARFSGSGS

GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHHSDNPWTFGQGTKVEIKGGG
GSGGGGSGGGGASEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYS

FTSYNMNWVRQMPGKGLEWMGNIDPYYGGTNYAQKFQGQ

VTISADKSISTAYLQWSSLKAS DTA‘MYYCARSVGPMDYWG RG
TL\[TVSSDQEPKSSDKTHTSPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLM IS RTPEVTCWVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN GKEYKCKVSN_KALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPDSRDELTKNQVSLTCLVKG FYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Construccion n°

SEQID NO:

Secuencia de ADN o de aminoacidos

019051

83

aagcttgccgecatggaagecccagegeagcttctettccteotgotactctggetcecag
ataccaccggag ‘aa'attgtgttgécacagtctccagccaccctgtctttgtctccaggcga
aagagccaccctctcctgccgageaagtgagaatgtitacagctacttagectggtacea
,acégaaacétggccaggctcctaggctcétcatctaﬁttgcaaaaaccttagcagaagg
gattccagccagattcagtggcagtggttccgggacagacttcéctctcaccatcagcag
cctagagéctgaagattttgcagtttattactgtcaacatcattccgataatccgtggaca_tt
cgg'ccaagggaccaagglggaaatcaaaggtggcggtggcfcgggcggtggtggét
ctggaggaggtgggagcggaggaggagctagégaggtgcagctggtgcagtctgga
gcagaggtgaaaaagcccggagagtctctgaagatitcetgtaagggatecggttacte
Aa\-t_tca-‘c‘tgééiécaatatgé'actgggtgcgccagajgcccgggaaaggcctcgaatgg
atgggcaatattgatccttattatgg&ggtactacctacaaccggaagttcaégggc‘cagg
tcactatctccgecgacaagtccatcageaccgcectacctgcaaggageagectgaag
gcctcggacaccgccatgtattaétgtgcacgctcagtcggccctttcgactcctggggcc
-agggcaccctggtcactgtctcgagttgtccaccgtgeccageacctgaactcctgggtg
gaccgtcagtcttcctcttcccccc'aaéacccaaggacaccctcatgatctcccggaccc
ctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgageccacgaagaccctgaggtcaagticaa
ctggtacgtggacgg'cgtggagglgcataatgccaégacaaagccgcgggagga’gc
agtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctg
aatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctccéagcccccatcgag
aaaaccatctccaaagccaaagggcagccdcg‘agaaccacaggtgtacaccctgcc
cdcatcccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaagg
cttctathaagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatggg;;égccggagaa_caa
ctacaagaccacgcctcecgtgetggactceg acggctccttcttcctétacagcaagct‘c
accgtggacaagagcaggtggcageaggggaacgtcttctcatgetccgtgatgeatg
aggctctgc'acaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaatgactc
taga

019051

84

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR
ASENVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYFAKTLAEGIPARFSGSGS
GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHHSDNPWTFGQGTKVEIKGGG
GSGGGGSGGGGSGGGASEVQLVASGAEVKKPGESLKISCKG
SGYSFTGYNMNWVRQMPGKGLEWMGNIDPYYGGTTYNRKF
KGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSVGPFDSW
GQGTLVTVSSCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK '
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Construccion n°

SEQID NO:

Secuencia de ADN o de aminoacidos

019008

85

aagettg CCgccatggaagccccagct_cagcttctcttcctcctgct-actctggctcccag :
ataccaccggagaaattgtgttgacacagtctccagccaccctgtctttgtctccaggcga
éagagécaccctctcctgccgaacaagtgaaaa‘tgtttacagctécttagcctggtacca
acagaaacctggccaggctcctaggctcctcatctq_ttltgcaaaaaccttagcagaagg
aattccagccaggttcagtggcagtggatccgggacagacttcactctcaccatcagea
gcctagagcctgaagattftg(cagtttattactgtcaécatcaifbcgatééfccgtggacat
tcggccaagggaccaaggtggaaatcaaaggtggcggtggctcgggcggtggtggat
ctggaggaggtgggaccggtgaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgéaaa
égcccggagagtctctgaagattfcctgtaagggatccggttactcatt'cag_tggcta_caa :
~tatg'a"actggg1gcgccégafg'c'c‘:'cgg—ga'ciag:jgccﬁtg';‘gé\gtg'ga‘t'gggcaatattgat
ccttattatggtggtactacctacaaccggaagtteaagggccaggtcactatctccgccg
acaagtccatcagcaccgcctacctgcaatggagcagcctgaaggcctcggacaccg
ccatgtattactgtgcacgctcégtcggécctatggactactggggccgcggcaccctgg
tcactgtctcctctg atcagQachcaaatbttctgacaaaactcacacalctccaccgtg .
cccagcacctgaactcctgggtggéccgtcag'tcttcctcttccécccéaaaccéaagg
acaccotcatgatctcccggacccctgag gtcacatgcgtggtggtggacgtgagccac
gaagaccctgaggicaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgeataatgeca
agacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctc .
" accgtectgcaccaggactggcetgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctecaac
aaaQccctcccagccc:ccatcgagaaaaccatctccaaagccéaagggéagccccg-
agaacqacaggtgtécaccctgéccccatcccgggatgagctgaccaagaaccaggt
cagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatccaagbgacatcgccgtggagtgggaga
'gcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgbtggactccgac _
ggctccttcttcdtcta'cagcaagctcaccgtgQacaagagcaggtggcégcagggga
acthttctCatgctécgtgatgcatga.ggctc‘tgcacaaccacta‘cacgcagaagagc
cteteectgtetcecgggtaaatga ' o

019008

86

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR
TSENVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYFAKTLAEGIPARFSGSGS
GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHHSDNPWTFGQGTKVEIKGGG
GSGGGGSGGGGASEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYS
FTGYNMNWVRQMPGKGLEWMGNIDPYYGGTTYNRKFKGQV
TISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARSVGPMDYWGRGT
LVTVSSDQEPKSSDKTHTSPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
1ISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK '
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Construccion n°

SEQID NO:

Secuencia de ADN o de aminoacidos

019009

87

aagcttgccgecatggaagecccagctcagcttctcticetectgetactetggeteecag
atacc'accggtgaaattgtgttgacacagtciccagccaccctgtctttgtctccaggcga
éagagccaccctctcctgccgaacaagtgaaaatgtttacagctacttagcctggtacéa.
acagaaaccitggccaggctcctaggctcctcatctattttgcaaaaaccttagc"agéagg
aattccagccaggttcagtggcagtggatccgggacagacttéactctca_ccatcagca
gcctagagectgaagatittgcagtttattactgtcaacatcattcegataatcegtggacat
-tcggccaagggaccaaggtggaaatcaaaggtggcggtg'gctcgggcggtggtggat
ctggaggaggtggggctagcgaggtgcégctggtgcagtctggagcagaggtgaaaa
agcccggagagtctctgaggatttcctgtaagggatccggttactcattcactgg ctacaa

. tatgaactgggtgcgccagatgcccgggaaaggcctggagtggatg ggcaatattgat
ccttattatggtggtactacctacaaccggaagttcaagggccaggtcactatctccgccg
acaagtccatcagcaccgcctacctgcaatggagcagcctgaaggcctcggacaccg
ccatgtattactgtgcacgctcagtcggccctatggactactggggccgcggcaccctég
tcactgtctcctctgatcaggagcccaaatcttctgacaaaactcacacatctcbaccgtg
cccagcacctgaactcctgggtggaccgtc’a’gtcttcctcttqcccccaaaacccaagg

i acaccctcatgaictcccggacccctgaggicacatgcgtggtggfggacgtgagccac
gaagacc‘:ctgaggtcaag.ttcaactggtacgtggacggégtggaggtgcataatgcca'
a’gacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctc
accgtccigcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaagg‘tctccaac
aaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctcaaaagccaaagggcagccccg
agaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccaggt
cagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatccaagcgacatcgccgtggagtgggaga
gcaatgggcagcgggagaagaactacaagaccacgcctqccgtgctggactccgac
ggctecttcttcctctacageaagctcaccgtggacaagagcaggtggcageagggga
acgtctfctcatggtccgtgatgcatgaggdtctgcacaaccactacacgcagaagagc
ctcteectgtetceggotaaatga ' ‘

019009

88

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR
TSENVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYFAKTLAEGIPARFSGSGS .
GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHHSDNPWTFGQGTKVEIKGGG
GSGGGGSGGGGASEVQLVQSGAEVKKP.GESLRISCKGSGYS
FTGYNMNWVRQMPGKGLEWMG[\IIDPYYGGTTYNRKFKGQ\/ .
TISADKSISTAYLQW SSLKASDTAMYYCARSVGPMDYWGRGT
LVTVSSDQEPKSSDKTHTSPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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<151> 16-05-2006

<160> 78

<170> PatentIn versioén 3.3
<210>1

<211> 1510

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido TRU-016

<400> 1

aagcttgceg ccatggattt

gtcataattg ccagaggagt

tctgtgggag agactgtcac

gcttggtate agcagaaaca

ttagcagaag gtgtgccatc

aagatcagca gcctgcagec

aatccgtgga cgtteggtgg

ggtggtgggt
tcggaaaage
ggctacaéta

attgatcctt

actgtagaca

tctgcagtcet

tcagtcacey’

ccgtgtccag
aaggacaccece
cacgaagacc

. .
aag%Caaagc

cgggtggcgg
ctggegette
tgaactgggt
attétggtgg
aétcétccag
attaétgtgc
tctctteaga
cacctgaact
tcatgatctc

ctgaggtcaa

cgcgggagga

tcaagtgcag
cgacatccag
catcacatgt

gggaaaatct

aagéttcagt

tgaagattct
aggéaccgaa
cggatcgtca
agtgaagatt
gaagcagaaﬁ
tactacctac
cacagcctac
aagatcggﬁc
tectggagecec
cttgggtgga
ceggacccct
gttcaactgg

gcagtacaac

ES 2460517 T3

attttcaget
atgactcagt

cgaacéagtg

ccﬁcagctcc

ggcagtggat
ggaégttatt
ctggagatca
chgtccagc
tecctgcaagg
éatggaaaga

aaccggaagt

atgcagctca

ggccctatgg
aaatcttctg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg

agcacgtécc

tcctgctaat

ctccagecte

aaaatgttta

tggtctcttt

.caggcacaca

tctgtcaaca

aaggtggcgg

tgcagcagtc

‘cttectggtta

gccttgagtg

tcaagggcaa

agagtctga¢

actactgggg

acaaaactda

‘tecetettece

‘gcgtggtggt

gegtggaggt

gtgtggtcag

52

cagtgcttca
cctatctgea

cagttatttg

tgcaaaaacc :

‘gttttetcectg

tcattecgat

tggctecgggce

tggacctéag

ctcattecact

gattggaaat

ggccacattg ‘

atctgaggac
tcaéggaacc
cacétctcca
cccaaaaccce
ggacgtgagc

gcataatgcc

cgtcctcacc 

60
120
180
240

" 300

“360-
420
w0
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



10

yececrgeacce
vctcccagécc
‘gtgtacacce

ctggtcaaag

>gagaacaa¢t

-agcaagctca

atgecatgagg

tgagtctaga

<210> 2
<211> 496
<212> PRT

aggactggct
ccatcgggaa
tgcécccatc
gcttcetatee

acaagaccac

ccgtggacaa

ctctgeacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido TRU-016

<400> 2

Met Asp Phe

1

‘val Ile Ile

Ser Leu Ser
35 . .

Ser Glu Asn

50

Lys Ser,Pro

65

Val Pro Ser
Lys Ile Ser

His His Ser

Gln Vval
5

Ala Arg
20

Ala Ser

Val Tyr

Gln Leu

Gln
Gly
Val
Sér

Leu

gaatggcaag

aaccatctecc

cégggatgag

aagcgacatc
gcctecegtg
gagcaggtygg

ccactacacg

Ile Phe

Val Asp

Gly Glu

Tyr
55

Val Ser

70

Phe
85

Arg

Ser Leu

100

Asp Asn

115

Ile Lys Gly

130

Gly Gly

Ser

‘Gln

Pro

Gly

Gly Ser

Pro Glu

25

Leu-

Gly
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gagtacaagt‘
aaagccaaag
ctgaccaaga
gecgtggagt
céggécéccé
cagcagéggé

cagaagagcce

Phe Leu
10

Ser

Ile Gln Met

Thr Val Thr

Ala Trp Tyr

Phe Ala Lys

75

Ser Gly

S0

Asp Ser. Gly

- . 105

Trp Thr

Ser
135

Gly

120 °

Phe Gly Gly

Gly Gly Gly

gcaaggtctc
ggcagccccé
accaégtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttcte

tecteecctgte

Leu Ile

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln
60

Thr Leu

Thr

Gln

Ser Tyr

Ser
Ser
30

Cys
Lys
Ala

‘Phe

Phe

caacaaagcc

agaaccacag .

cctgacctge
tgggdaaccg
ctté¢tctac
atgctecgtg

tcegggtaaa

Ala
15

Ser

Pro Ala

Arg Thr.

Gln Gly

Glu Gly

80

Ser Leu

95

Cys Gln

110

Gly Thr
. 125
Ser

Gly
140 .

53

Glu

‘Gly

Leu'Glu

Gly Gly

1140
iiOO
1260
13é0

1380

© 1440

1500

1510



Ser
145
Gly
' Gly
Trp
- Lys
Ala
225

Tyr

Ser

His

Val

Thr

305

, Glu
Lys
Ser

. .Lys

Ile
385

Sexr

Ala

Tyx '

Ile

Ala

Sex

Asn

cly

'+ 195

Phe
210
Tyr

Cys

val

‘Thr

Phe
290
Pro
val
Thr
val
Cys
370

Ser

.LYS
Met
Ala
Thr

Ser

1275

Leu
e
Lys
Leu
355

Lys

Lys

Vval

val

‘Met

180

Asn

Gly

Gln’

Arg

val

260

Pro

Phe

val

Phe

Pro-
340,

Thx

val

Ala

Gln

Lys

165

Asn

Ile

Lys

Leu

Ser

245

Ser

Pro

Pro

Thr

Asn

325

Arg

Val

Ser

Lys

Leu

150

Ile

Trp

Asp
Ala
Lys
230
val

Sexr

Cys

Pro

cys
310
Trp
Glu
Leu

Asn

Gly
390

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

215

Ser
Gly
Asp
pro

Lys

‘295

Val:

Tyr

Glu

His

Lys
375

Gln

Gln
Cys
Lys
TYyr
200
Leu
Leu
Pro
Leu
Ala
280
Pro
val

Val

Gln

.Gln

360

Ala

Pro

ES 2460517 T3

Serxr

Lys

Gln
185
Tyr

Thr

Thr

Met

Glu
265
Pro
Lys
Val
Asp

Tyr
345

Asp

Leu

Arg

Gly

Ala

170

Asn

‘Gly.

val

Ser

Asp

-250

Pro

Glu.

Asp

Asp

.Gly

330

Asn

Tfp

Pro

Glu:

Pro
155

Ser-

Asn

Gly

Asp

Glu

235

Tyr

Lys

Leu

Thr

val

315

val

Ser

Leu

Ala

Pro
395

Glu

Gly

Gly

Thx

Lys

220

Asp

Trp

Ser

Leu
Leu
300
Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
380

Gln

54

Ser

Tyr

Lys
Thr
205
Ser
Ser
Gly
Ser

Gly
285

Met

His

‘Val

TyY

Gly
365

Tle,

val

Glu

Sexr

‘Ser

190
Tyr
S‘e;’
Ala
Gin
Asp

270

Gly

Ile

Glu

Arg
350

Lys

elu’

Tyr

Lys

Phe
175

Leu

Asn

Ser
Val
Gly
255

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

335

Val

Glu.

Lys

Thr

Pro
16 0
Thr
Glu
Arg
Thr B
Tyr
240
Thr

Thr

Ser-

.Arg

Pro
320
Ala
Val
Tyr -

Thr

Leu

"400
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Arg

Pro Pro Ser

Leu Val Lys

Gln

Asn
’ 435

Gly

Ser Asp Gly‘
450

Trp Gln

465

Leu His Asn

<210>

<211> 1518
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido TRU-015

<400> 3

aagcttgceg

Arg Asp Glu

405

Gly Tyr

Phe
420 -

Pro Glu Asn

Ser Phe Phe

Gln Asn

470

Gly

His Tyr Thr

' 485

ES 2460517 T3

Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr

440 .

Leu.

Tyr
455

Phe

Val

Gln Lys

Lys
'ASp
425
‘Lys
Ser

Ser

Ser.

Asn Gln

410

Ile Alav

Thr Thr

Lys Leu

‘Ser

Cys
" - 475

Leu Ser

490

ccatggattt tcaagtgcag attttcagcet

' ggggtaapgt‘ggagaggacg<§attgttcgp_tcccagtgtcA

ccaggggaga
taccagcaga
gctggagtcc
agcagagtgg
cccécgbtcg
ggatctggag
aggcctgggé
éatatgcact
ccaggaaaté
gacaéatcct
gtctatttct
ggcacaggga

‘acatctccac

aggtcacaat
ageccaggatc
ctgctcgett
aggctgaaga
gtgctgggac
gaggtgggag
cctcagtgaa .
gggtaéagca
gtgatacﬁtc
ccagcacagce
gtgcaagagt
ccacégtcac

cgtgctcage

gacttgcagg

ctececccaaa’

cagtggcagt
tgctgecact
gaagctggag
ctctcaégct
gatgtcctge
gacaccﬁag;
ctacaatcag
ctacatgcag
ggtgtactat
cgtctectgat

acctgaacte

gccagétcaa

Val
val
Pro
Thr
460
val

Leu

Ser Leu

Glu Trp

430

Pro Val

445

Val Asp

Met His

Ser Pro

tcctgctaat
cagcaatcct

gtgtaagtta

ccectggattt
gggtctggga
tattactggc
ctgaaégatg
tatctacaéc
aaggcttétg
cagggcetgg
aagttcaagg
ctéagcagcc
agtaactcﬁt
caggagccca

ctgggtggac’

55

atgccccatce
cctcttacte
agcagtggag
geggtggcete
agtctgggge
gctacacatt
aatggattgg
gcaéggcéac

tgacatctga

actggtactt

aatcttgtga

cgtcagtcét

Thr Cys

© 415

Glu Ser.

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

480 "

Gly

Lys’
495

cagtgcttca
gtctgcatct
catgcactgg

caacctgget

tctcacaate '

ttttaaccca

gggcQthg?
tgagtcggtg

taccagttéC‘

agctatttat
actgactgta

agactctgcg

caaaactcac

cctcttcccc

cgatgtc&ggA

60

e 120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
_620
780
agd

900
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ccaaaacceca aggacaccct catgatctce
gacgtgagcc acgaagacce tgaggtcaag
cataatgcca agacaaagcc gcgggaggég
gtcgtcéccg tcctgdacca ggactggétg
aacaaagccc tcccagccce catcgagaaa
gaaccacagg tgtacaccet gccceccatgce
ctgacctgece tggtcaaagg cttctatcea
gggcaéccgg agaacaacta caagaccacg
ttcetetaca gcaagetcac cgtggacaag
tgctcégtga fgcaﬁgaggc tctgcacaac
ccgggtaaat gatctaga
<210>4
<211> 499
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido TRU-015
<400> 4
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe
1 5,
val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile
20
\‘

Leu.Ser Ala. Ser Pro Gly Glu Lys

35 40
Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp

50 55
Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Pro
65 - : 70
Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
85
.Ser Arg Val,Glu Ala'Glu Asp Ala
) 100

Ser Phe Asn Pro Pro Thr Phe Gly

115 : 120

ES 2460517 T3

cggacccetg
tggaactggt
cagt%céaca
aatggc#agg
accatctcca
cgégatgagc
agcgacatcg
cctecegtge
agcaggtggce

cactacacgce

Phe L
10

Ser

Val Leu S
25

Val Thr M

Tyx Gln G

Ser Asn L

Thr S

Gly
© 90

Ala
105

Ala

Thr Tyr

Gly Thr

aggtcacatg
acgtggacgé
gcacgtaccg
agtacaagﬁg
aagccaéagg
tgaecaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcct

eu Leu Ile

er Gln Ser

eﬁ Thr Cys

45

ln Lys Pro

60

eu Ala Ser

er Tyr Ser

Tyx

Cys

Lys Leu

Gly

cgtggtggtg
cgtggaggty
tgtggtcagc
caaggtctcce
gcagccccga
ccaggtcagc
§gagagcaat
cggctectte
cgtcttctqa

ctcéctgtct

Ser Ala Ser

Pro Ala‘Ile

30

Arg Ala Ser

Ser Ser

Gly Vval Pro

80

Thr Ile

95

Leu

Gln
110

Gln Trp

Glu Leu Lys

125 .

56

960
1026
1080
1i40

1200

1260

1320
1380
1440
1500

1518



Asp
Gln
145
Ser
Asn
Gly.
Lys
Met
225
Ala
Gly
Asp
Gly
Ile
305
Glu
Hig

Arg

Lys

Gly Gly Gly

130

Ala Tyr Leu

val Lys Met

Met His

Ala Ile

Trp
180

Tyy

195

Gly Lys.
210 :
Gln Leu

Arg Val

Thr Gly

Ala

Sef

Vai

Thr

. 260

Lys Thr
275

Pro Ser
290

Ser Arg
Asp Pro
Asﬁ Ala
Val val

355

Glu Tyr
370

val
Thr
Glu
Lys
340

Serxr

Lys

Ser Gly

Gln Gln
150

Ser Cys
165 -
val Lys .
Pro Gly

Thr Leu

Ser Leu
230

Gly
138
Sef
Lys
Gln
Asn

Thr
215

Tyr Tyr. Ser—

245

Thr Val

Thr Ser

Phe Leu

Pro Glu’

Thr
Pro

Phe

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly
200

val.

.Ser

Asn

vVal

Pro

280

Pro

295

val

310

Val ﬁys

325

Thr Lys
Val Leu

Cys Lys

Phe

Pro

‘Thr

val
375

Thr

Asn

Arg

Val

360

Ser

ES 2460517 T3

Gly
Ala
Ser
Pro
185
Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

265

Cys

Pro

Gys

Trp

Glu

345

Leu

Asn

Ser Gly

Glu Ser
155

Gly Tyr
170

Arg Gln

Thr Ser

v

Lys Ser

Asp Ser
235

Tyr Txp
250

AspiGln
Ser Ala

Lys Pro

Val val
315

Tyr -val

330

Glu Gln
His Gln

Lys Ala

Gly
140
val
Thr
cly
Tyr
Ser
220

Ala

Tyr

Glu
Pro
Lys
300

val

Asp

Tyr
Asp

Leu
380

57

Gly
Arg
Pﬁe
Leu
Asn
208

Ser

val

-Phe

Pro

Glu
285

Asp

Asp
Giy

Ash

Trp.

365

Pro

o1y
Pro
Thr
Glu.

190

Gln

Thr

Tyx
Asp
Lys
270
Leu
Thxr
Val
Val
Ser
350

Leu

Ala

Ser
Gly

Ser

175

Trp

Lys

Ala

Phe

Vval

255

Ser

Leﬁ

Leu

Ser.

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Ser

Ala
160

Tyr
Ile
Phe
Txr
cys
240
Trp
C?é'
Gly
Met

His
320

Vval

Tyr

Gly

‘Iie
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Glu
385

Lys Thr

Tyr Thr Leu

‘Leu Thr Cys

Ser

Trp
i 435

Glu

vVal Leu Asp
450

Asp Ser

465

Lys

His Glu Ala

pro Gly Lys
<210>5
<211> 1482

<212> ADN

Ile Ser Lys

390

Pro Pro Ser

405

Leu Lys

val
420 B

Asn Gly Gln

Ser Asp Gly

Gln
470

Arg Trp.

His Asn

485

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 5

atggaageccc
gaaattgégt_
ctctcétécc
ggceaggete
aggttéagtg
gaagattttg_
ggéacbaaég
gggaccggtg
ctgaagattt
cgccégatgc‘

actacctaca

cagctcagcp
tgacacagtc
gaacaagtga
ctagédtéct
gcagtggaté:
cagtttatta
tggaaatcaa
aggtgcagct
cctgtaéggg
ccgggaaagg

accggaagtt

ES 2460517 T3

Ala Lys

Arg

Asp

Gly Phe

Gly

Glu

Tyr

Gln Pro

395

Leu Thr

- 410

Pro Ser

425

Glu
440 .

Pro

Ser
455

Phe

Gln Gly

His Tyr

tctettecte
£ccagccacc
aaatgtttac
catcﬁatttt’
cgggacagac
ctgtcaacat
aggtggngt
ggtgcagtet
atccggtta&
cctcgggtgg

caagggécag

Asn
Phe
Asn

Thr

Asn Tyr

Leu Tyr

Val Phe

475
Gln
490

Lys

ctgctactcect

ctgtetttgt
agctacttag
gcaaaaacct
ttcactctca

cattccgata

ggctegggceg.

ggagcagagg

tcattcactg’

atgggcaata

gtcactatct

58

Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
460

Ser

Ser

Glu Pro

Asn Gln

Gln

val

Val
400

Ser

415.

Ile Ala

430

Thr Thr‘

445

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser

ggctcecaga
ctéqaggcéa
cctégtaqca
tégcagaagg
ccatcagcag
atc&gtggac
gtggtggatec

tgaaaaégcc

gctacaatat

ttgaﬁcc;ta

ccgecgacaa

val
Pro
Thr
'Val

Leu
495

Glu
Pro
val

Met
480

Ser

tacgaccgga
aagagccaéc
acagaaacct
aattcpagcc

cctagagect

attcggccaav

tggaggaggt

cggagagtct.
.gaactgggtg
ttatggtggt

gtccatcagc

60
120

180

240 °

300

1360

420

- 480

540

600

660
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accgectacce
cgctcagtcg
'caggagccca
ctgggtggac
éggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg

accatctcca

cgggatgagc

agcgacatcg
cctececgtge

agcaggtggc

cactacacgc

<210>6
<211> 493
<212> P12T

tgcaatggag

gccctatgga

aatcttctga

cgtcagtctt
aggtcacatg'
acgtggacgg
gcacgtaégé
agtacaagtg
aagccaaagyg
tgaccaaéaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 6

Met Glu
1

Asp Thr

Ser

Leu

TYyr
50

val

Arg Leu

65

Arg Phe

Ala
Thr
Pro
35

Serxr

Leu

Ser,

Pro

Gly Glﬁ

Gly Glu

Leu

Tyr

Ile Tyr

Gly Sser

"85,

.Gln

cagcctgaag
ctactggggc
caaaactcac
cctettecce
cgtggtggtg
cgtggaggty
tgtggtcage
caaggtcﬁcé
gcégccccga
ccaggtcagce
ggagagcaét
cggﬁtccttc
cgtcttctea

cteecctgtet

Leu
Ile

Val

Arg Ala

Leu

Leu

Thr

ES 2460517 T3

gcctcggaca
cécggcaccc
aéatctccac
ééaaaaccca

gacgtgagcc

cataatgcca

gtcctcaceg
aacaaagécc
gaéccacagg
cEgacctgcc

gggcagecgg

ttectctaca

tgctccgﬁga

ccgggtaaat

Phe
10

Thr
. 25

Leu

40

Ala Trp

55

Phe Ala

70

Gly Ser

Tyr

Lys

Gly

Gln

Thr

Thr
90

Leu

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

chcqatgta
tggtcactgt
cgtgecccagce
éggacécctt

acgaagaccce

agacaaagcc

tcctgcaccat
teccecagececee
tgtacaccct-
tggtcaaéég
agaacaacta
gcaagétcac
tgcatgagéc

ga

Leu Leu

Ser Pro

Cys‘Arg

Pro

Lys
: 60

Ala

Glu
75

Phe Thr

59

Leu
Ala
Thr
45

Gly

Gly

‘Leu

ttactgtgca

ctectetgat

acctgaactce

catgatctec

tgaggtcaag'
Qc99§39939
ggactégctg
catqgagaaa
gcccccatgc
cttctatcca
caagaccacg
cgtggaéaag

tctgcacaac

Trp
15

Thyx

30
-Ser

Gln

Ile

Thr
95

Leu
Leu
‘Glu
Ala‘

‘Ile

© 720

780
£ 840
900

960

1020

1080
1140
1206
1260
1320
1380

1440

. 1482

Pro.

Ser

Asn

Pro

Ala

80

Ser



Ser
Asp
Gly

val
145

Leu

Met
Asn
cly
@in
225

Arg

val

PIO

Phe
val
305

Phe

Pro

Leu
Asn

Gly

130,

Gln

Lys

Asn

AIlef

Gln
210

Trp

Ser
Ser
Pro
Pro
290
Thr
Asn

Arg

Glu
Pro
115
Gly
Leu
Ile
Txp
Asp
195
val
Ser
Val-

Ser

Cys

275

Pro

Cys

Trp

Glu

Pro Glu
100

Trp Thr

Ser Gly
Val Gln

Ser Cys

165 -

val .Arg
180
Pro Tyr

Thr Ile

Ser Leu

Gly—Pro-

245

Asp Gln
260

Pro Ala

Lys Pro

Val val

Tyr Val
© 325

Glu Gln
340 .

Asp

-Phe

Gly

Phe

Gly

Gly

135

Sexr

150

Lys
Gln
Tyx
Ser
Lys
230
Met
Glu
Pro
Lys
val
310

Asp

Tyr

Gly

Gly
Met

Gly

Ala

215

Ala

"Asp

Pro

Glu

Asp

295

Asp

Gly

Asn

ES 2460517 T3

‘Ala‘ Val

105

Gln Giy
120

Gly Ser

Ala Glu-

Ser Gly

Pro'Gly‘

- 185

Gly Thr
200

Asp Lys1

Ser Asp

Tyr Trp

Tyr

Thr

Gly

Val

Tyr

170.

Lyg
?hr
Ser
Thr

cly

250

Lys Ser
265.

Leu Leu
280

Thr Leu
Val Ser

Val Glu

Ser Thr
345

Ser

Gly

Met

.His

val
330

Tyr

Tyr Cys Gln

Lys Val Glu

125

Gly Gly Gly
140

LYs Lys Pro
155

.Ser Phe Thr

Gly Leu Glu

Tyr Asn Arg
205

Ile Ser Thr
' 220

Ala Met Tyr
235

7 Arg Gly Thr

‘Asp Lys Thr

Gly Pro Ser
285

Ile Ser Arg

300

Glu Asp Pro
315

His Asn Ala

Arg Val val

60

‘His

110

Iie
Thr
Gly
Gly

Trp

190

Lys
Ala
Tyr
Leu
His
270
Val
™
G;F
Lyé

Ser
350

His

-Lys

Gly

Glu

Ser
Gly .

Glu °

Ser

- 160

Tyt

Asn

175 -

Met
Phe
Tyx
Cys
val
255
Thr
Phe

Pro

val

Thr
335

vVal

Gly

Lys

Leﬁ

Ala-’

240

'fﬂ}‘"

Ser
Leu
Glu'
Lyé
320

Lys

Leu
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Thr Val

Val  Ser

370

Ala
385

Lys

Arg Asp

Giy Phe

‘Pro Glu

Phe

Sex* Phe
© 450

Gln
465

Gly

His Tyrx

<210>7
<211> 1482
<212> ADN

Leu
3585
Asn
‘Gly
Glu
Tyxr
Asn
435
phe

Asn

Thr

His Gln

Lys Ala
Gln

Pro

Thr
405

Leu

Pro Ser

420
Tyx

Asn

Leu Tyr

Val Phe

ASp

Leu

Arg

390

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Leu
360

Trp
Prb Ala
375
Glu Pro

Asn Gln

Ala

Ile

Thr
440

Thr

Lys
455

Leu.

Cys Ser

470

Gln Lys

485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400>7

atggaagccc
gaaattgtgt
ctctectgec

ggcqaggctc

aggttcagtg,

gaagattttg

gggaccaagy
gggagétctg

ctgaagattt

cagctcagcet
tgacacagtc
gaacaagtga
ctaggctcct
gcagtggatc
cagt#tatta
tggaaatcaa
aggtgcagct

cctgtaaggg

Sexr

Leu Ser

tectettecte
tcecagecace
aaatgtttac
catctatttt
cgggacagac
ctgtcaacat
aggtggcggt
ggtécagtct

ateceggttac

ES 2 460

Asn Gly Lys

Pro Ile Glu

Tyr
395

Gln Val

Ser
410

Val Leu

val Glu Tfp
425

Pro Pro Val

Thr Val Asp

His
475

Val Met

Léu Ser Pro

© 490

gtgctactct
ctgtctttgt
agctacttag
g&aaa&acqt
Etcactctca
cattccéata
ggctegggeg
ggagcagagg

tcattcactg

6

517713

Glu Tyxr

365

Lys Thr

380

Thr Leu

Thr

Cys

Glu Ser

e
Ilg
Pro.
‘Leu

Aén

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

400

val
415

Lys

Gly Gln.

430

Leu Asp

445 -

Lys Ser

460

Glu Ala

Gly Lys

ggctceccaga
ctccaggega
cdtggtéccé
tagcagaagg
ccatcagcag
atccgtggac
gtggtggatc
tgaaaaagcc

gctacaatat

1

Ser

Arg

Leu

Asp Giy

Gin

Trp

Asn
480

His

taccaccgga

aagagccacc

acagaaacct

aattccagcc

‘éctagagcct

attcggccaa'

tggaggaggt
cggagagtct

gaactgggtg

60

120

180
240

. 300

360 °

420

480

540
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cgccagatge
actacctaca
accgdcﬁaéc
cgctcagteg
caggagecca
ctgggtggac
cggacccctg
Etcaactggt
cagtacaaca
éatggcaagg
accatctcca
cgggatgégc
agcgacatdé
vcctcccgﬁgc
agcaggtggc
cactacacgce

<210> 8
<211> 493
<212> PRT

tggactccga

ccgggaaagg

~accggaagtt

tgcaatggag
gccctatgga
aatcttctga
égtcagtc?t
aggtcacatg
acgtdgacgg
gcacgtgccg
agtacaagtg
aégécaaagg
tgaccaagaa

ccgtggagtg

agcaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 8

Met Glu Ala

1 \

Asp Thr Thr

Leu Ser Pro
35

Val Tyr Ser
) 50 '

Arg Leu Leu
65 5

Pro Ala Gln
5

Gly Glu Ile
20

Gly Glu Arg

Typreu Ala

‘Ile Tyr Phe
70

cctecgagtgg
caagggccag

cagcctgaag

ctactggggce

caaaactcac
cctettecee
cgtggtggtg
cgtggaggté
tgtggtcage
caaggtctcc‘
gcagcccega
ccaggﬁcagc

ggagagcaat

‘cggctectte

cgtcttetea

ctcectgtet

ES 2460517 T3

atgggcaata
gtcaétatct
gcctecggaca
cécggéaccé
acatctccac
ccaaaaccca
gacgtgagcd
cataatgcca

gtcctcacceg

aacaaagccc

gaaccacagg
ctgacctgec
gggcagecdy
ttcctctaca
tgctcegtga

ccgggtaaat

Leu
Yal
Ala
Trp
55

Ala

Leu

Leu

Thr

40

Tyxr

Lys

Phe Leu

( 10

Leu

Thr Gln

Ser
25

Leu Ser Cys

Gln Gln Lys

Ala

Thr Leu
.75

Glu

ttgatcctta
ccgecgacaa

ccgecatgta

;ggtqactgt

cgtgcecage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
'tcccagcqcc
tgtacaccct
vtggtc;aagg
agaacaacta
gcaagctéac
tgcatgagéc

ga

Leu Leu Trp

Ala Thr
30

Pro

Thr
45

Arg Ser

Pro
60

Gly Gln

Gly Ile

62

ttatggtggt
gtccatcage
ttactgtg;a
ctcc#ctgat
acctgaactc
catgatctcé

tgaggtcaag

gcgggaggag

ggactggctg
cétcgagaéa
gcqcccitcc
cttctatcca

caagaccacg

lcgtggacaag‘

tctgcacaac

‘Leu Pro

Leu Ser
Glu Asn
Ala

Pro

Ala
80 .

Pro.

' 600

660 -

.. 720

780
840 .
900

960

1020 |

1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1482



Arg
Ser
e
G}y
'Val
14;
_ Leu
Me#
Asn

‘Gly

“Gln”

225

Arg

val

Pro

Phe’

Val
305

- Phe

4
Phe

Leu

Asn
Gly
130
Gln
Lys
Asn
Ile

Gln
210

Trp

Ser

Sexr

Pro

Pro

290

Thr

Asn

Ser
Glu
Pro
115
Gly

Leu

Ile

Trp

Asp
195

val

Gly
Pro
100
Trp

Ser

Val

Ser.

Val
180

Pro

Thr

‘Ser

85

Glu
Thr
Gly
Gln
cys
165
Arg

Tyr

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

Gly Gly
135

Ser Gly
150

Lys Gly

-Gln Met

Tyr Gly

Gly
Ala

Gln

120

Gly

ala

Ser

Pro

Gly

— 200

Ile.Ser Ala, Asp

Ser—Ser Teu

Val

ser
Cys’
275
Pro

Cys

Trp

Gly

Asp

260

Pro

Lys

Val

Tyxr

Pro
245
Gln
Ala
Pro
Val

Val

325

215

‘Lys Ala™

230

Met Asp

Glu. Pro

"Pro Glu

Lys Asp

Ser
Tyr
Lys
Leu

280

Thr

295

Val Asp
310 -

Asé Gly

Val

Val

ES 2460517 T3

Thr
Val
105
Giy
Ser
Glu
Gly
Gly
185

Thr

Trp
Ser
Leu

Leu

Ser

Glu

Asp
Tyxr
Thr
Gly
Val

Tyr

Phe

Tyr

Lys
Gly
Lys
155

Ser

170

Lys
Thr

Ser

Gly
250

Ser

265

Gly

‘Met

His

Val
330

Gly

Ty#

Thr

Cys

Val

Gly

140

Lys

Phe

Leu

Asn

Leu

Gln

Glu
125

Giy

Pro

Thr

Glu

Arg

-.—205_.

Ile Ser Thr

235

Arg

Asp

Gly

Ile

Glu

315

His

220

Gly
Lys
Pro
ser
300

Asp

Asn

63

- Ala Met Tyr
‘Thr

‘Thr

Ser
285

Arg

Pro’

Ala

His

110

Ile

Ser

.Gly

Gly

Trp

Ile Ser

His Ser

Lys Gly

Ser Glu

‘Glu Ser

- 160

Tyr Asn
175 c

Met Gly

190 .

Lys

Ala

‘Ty}'

Leu
His
270
val
Thr

Glu

Lys

Phe Lys

Tyr.Leu

cys Ala |

240

Val Thr
255

Thr Ser
Phe Leu

Pro Glu

Val Lys
) 320

Thr Lys
335



10

Pro Arg Glu

Val Leu
355

Thr

Sexr. Asn

val .
; 370

Ala
385

Lys Gly

Arg Asp Glu

Gly Phe Tyr

Asn
435

Pro Glu

Phe Phe

Ser
: 450

Gln
465

Gly Asn

‘His Tyr Thr

<210>9
<211> 1482
<212> ADN

Glu Gln

340

.Tyr

His Gln Asp

Lys Ala Leu

Arg

Gln
: 390

P;o

Thr Lys

405

Leu

Pro Ser

420

Asp

Asn Tyr Lys

Léu Tyr Ser

‘Phe Ser

val
: 470

Gln Lys
485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400>9

atggaagccce
gaaattgtgt
ctctecctgee
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagatﬁttg

gggaccaagg

cagctcagct
tgacacagtce
gaacaagtga
ctaggctcct
gcagtggatc
cagttéatta

tggaaatcaa

Ser Leu

ES 2460517 T3

Thr
345

Asn Ser

‘Trp Leu Asn

. 360

Pro Ala Pro

375

Glu Pro Gln

Asn Gln Val

Ile Ala Val

425

Thr Thr

440

Pro

Lys Leu Thr

455

Cys Ser Val

Ser

tetettecte
fccagccabc
‘aaatgtttaé
catctatﬁtﬁ
cgggacagac
ctgtcaacat

aggtggeggt

Leu Ser

Tyr Arg

Giy Lys Glu

Ile Glu Lys

380

Tyr
395

Val Thr

Ser Thr

Leu
410 '

Glu Trp Glu

Pro Val Leu

Val ‘Lys

. 460

Asp

His
475 -

Met

Pro Gly
490"

ctgctactct

ctgtectttgt

agctacttag

gcaaaaacct
ttcactctca
cattcegata

ggctcgggcey

64

Val

Glu 

Val Ser Val

350

Tyx
365

Lys Cys

Thr Ile Ser

Leu Pré Pro

Cys Leu Val

Sef Asn

Gly
430

Asp Ser

" 445

Ser Arg Trp

Ala Leu His

Lyé

ggctcccaga
ctecaggega
cctggﬁacca.
tégcagaagg
ccatcaggag
atccgtggac

gtggtggatc

Asp

Leu
pys‘
Lyé"
Ser

400

Lys

415 -

Gln
Gly
Gln

Asn
480

taccaccgga
aagagccace
acagaaacct

aattccagcce

cctagagccet

attcggeccaa

tggaggaggt

60

120

180

240

300

360

420



10

~gggaccggtg
ctgaagattt
cgccagatge
actacctaca
~accgcectace
-cgétcagtcg
caggagcccé
ctgggtggac
vcggacccctg
. ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca

- cgggatgagce

agégacatcg

‘cctecegtge

‘agcaggtggce
‘-céctacacgc
<210>10

<211> 493
<212> PRT

aggtgcagcect

cctgfaaggg‘

ccgggaaagqg’

accggaagtt
tgcaatggag
gccctatgga
aaﬁcttctga
cgtcégtctt
aggpcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
#agcc%aagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tégactccga
agcaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 10

Met Glu

Ala
l .

Asp Thr Thr

Leu Ser Pro

35

val Tyr
50

Ser

Pro Ala Gln Leu Leu

5

GlybGlu Ile Val Leu

20 :

'Gly Glu Arg Ala
s '

Tyr Leu Ala Trp Tyx

ES 2460517 T3

ggtgcagtct
atccgg;tac
cctegagtgg
caagggccagd
éagcétgaag
ctactgggge
caaaactcac
cctéttcécc
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagcccega

ccaggtcagce

ggagagcaat

cggctectte
cgtectteteca

ctecctgtet

55,

ggagcagagt

tcattéactg

atgggcaata

.gtcactatct

géctcggaca
cgcggcacec
acatctccac
ccaaéagcca
gacgpgagcc
caﬁéaﬁgqca
gtcc;caccg
aacaaagccc,
gaaccécagg
ctgacctgcece
gggcagccgé
ttcetctaca
tgctccgﬁga

ccgggtaaat

- Phe
: 10
Thx
25
Thr Léu
40 .
Gln

cgaaaaagcce
gctacaatat
ttgatecctta
ccgecgacaa
cqgccétgta
tggtcactgt
cgtgeccage

aggacaccct

acgaagaccc.

agacaaagcc
tcetgecacca
tcccagcdcc
tgtacaccct
tggtcaaagg’

agaacaacta

gcaagctcac

tgcatgaggc

ga

Leu Leu Leu Leu Trp

Gln Ser Pro Ala Thr

30

Ser Cys Arg Thr Ser

45

Gln Lys Pro Gly Gln

60

65

cggagagtct
gaactgggtg
ttatggtggt

gtccatcage

ttactgtgea

ctcctctgat

acctgaactc

catgatctcc
tgaggicaag

gcgggaggagd

ggactggctg»

catcgagaaa

gccececcatec

cttctatcca

caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

Leu

Pro
s

Leu Ser
Glu

Asn

Ala Pro

480

' 540

600

660

720
.7ao

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1482



Arg
65
Axg
.Ser
Asp
Gly
vVal
145
Leu
Met
Asn
TGly
Gln
225
Arg
val
Pro
Phe

‘Val
305

Leu ﬁeu Ile
Phe Ser Gly

Leu Glu Pro

Tyr

Ser
85

Glu

100 -

Asn Pro Trp
115

Gly Gly Serxr

130

Gln Leu Val
Lys Ile Ser

Asn Trp Val
180

Ile Asp Pro

195

210

Trp Ser Ser

Ser Val Gly

Ser Ser Asp

260

-P;o Cys Pro

275

Pro Pro Lys
290

Thr Cys Val.

Gln val Thr’

Thr

Gly

Gln

Cys

165

Arg

Tyr

Ile

Leu

Pro
245

Gln
Ala
Pro

val

Phe

70

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

- 135

Ser
150

Lys

Glp

Tyx

Sex

Lys
230

Met

Giu

Pro
Lys

Val
310

Gly

Gly

Met
Gly
Ala
215
Ala
Asp
Pro

Glu

Asp

.295

Asp

-Lys

Gly

Ala

ES 2460517 T3

Thr

Thr

val

105

Gln
120

Gly

Ala

Ser

Pro

Gly
200

Asp

Ser

TYyxr
Lys
Leu
280

Thr

val

Gly
Ser
Glu
Giy

Gly

‘Leu

Asp.
90
Tyr

Thr

Gly

.Ser-

Tyr
170

Lys

185

Thr
Lys
Asp
Trp
Ser
265
Leu
Leu

Ser.

Thr

Ser

Thr

Gly
250
Ser
Gly

Met

His

Ala
75

Phe
Tyx
Lys
Gly
Lys
155
Ser
Gly

Tyr

Tle

Ala

235 .

Arg
Asp

ély

Ile

Glu

315

Glu
Thr
Cyg
va1
Gly
140
Lys
Phe
Léu

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Gly

Pro

Thr

Glu

Arg

© 205

Ser

220

Met

Gly

Lys
Pro
Ser
300

Asp

66

Thr

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ile

Thr

His

110-

Ile"

Thr
Gly
Gly
Trp
190

Lys

Ala

Tyr

Leu

His
270

Val

285

Arg

Pro

Thr

Glu

Pro

Ile

95

Lys

Gly

Glu

Tyr

175

Met

Phe

Tyr
CYs
val
255

Thr

Phe

val

Ala
Se? .
Ser
Gly
Gig

Ser
160

Asn -

Gly
Lys
Leﬁi
Ala
240
Thr
Ser
Leu
qlu

Lys
320



ES 2460517 T3

Phe val Asp Val Glu Asn

325 .

Gly Ala Lys Thr

Trp Tyr
: 335

Val His

Asn Lys
i 330 )

Val Ser
BSQ

Ser Thr ‘Val

. 345

Glu Glu Tyr Asn Val
340

Pro.Argv Gln Tyxr Arg Leu,

Leu Asn Glu

360

Leu His Gln
355

ThrVVal Asp Trp Gly Lys Tyr Lys

365

Cys.Lys

Pro Ser

375

val Ser Ala Leu

370

Asn Lys Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Lys
; : . ‘380 - ! .

Pro,Gln Val Tyr Thr

395

Arg Glu

390

Ala Gly Gln

385

Ser
400

‘Lys Pro Leu Pro Pro

Thr val

415

éer Leu
410

Thr Gin val

405

Arg Asp Glu Leﬁ Lys Asn Cys Leu Lys

Ser Asn Gly Gln
430

Ala val
425

Gly‘Phe Tyr Pro Ser Glu

420

Asp,Iie Glu Trp

Pro Glu Asn Asn Tyr 'Thr Pro
) 440

435

Lys Thr Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly

445 _

‘Phe
450

Ser Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Gln

455

Val Asp Lys Ser Arg Trp.

460 .

Asn
480

Met ‘His Glui Ala Teu His

475

Gln Ser Val

465

‘ser
470

Gly Ast~Val Phe cys

Ser Pro
490

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Sef Leu Gly Lys
. 485
<210> 11

<211> 1482

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 11

taccaccgga 60

atggaagccc

Agaaattgtgt

ctctectgee
ggccaggctce

aggttcagtg

cagctcagct
téacacagtc
gaacaagtca
ctagéctcct

gcagtggatc

tctettecte
técégccécc
3aatgtttac
catbtaﬁttt

cgggacagac

ctgctactcet

ctgtctitgt
agctacttag
gcaaaaacct

ttcactctca

67

ggctcccaga
ctccaggéga

cctggtacca

_tagcagaagg

ccatcagcag

aagagccacc

acagaaacct

'aattccagcc

cctagagcct .

120

180

240

300



10

gaégattttg

gggaccaagg
gggaccggtg
ctgaaggttt
cgccagatgce
actacctaca
accgcctace
cgctecagtecg
' céggagécca
ctgggtggac
cggaccectg
ttcaactggt
éagtacaaca
. aatggcaagg
accqtctcca
cgggatgagc
_agcgacateg

cctceegtge

cagtttatta

tggaaatcaa

‘aggtgcaget

cctgtaaggé
cegggaaagg
éccggaagtt
tgcaatggag
gccctatgga
uaatéttctga
égtcagtctt
aggtcacatg
acgfggacgg
gcacgtaccg
;agtaCaagtg
aagccaaaég
tgaccaagaa

ccgtggagtg

tggactccga

"Tagcaggtggc agcaggggaa

cactacacgc

<210> 12
<211> 493
<212> PRT

‘agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 12

ES 2460517 T3

ctgtcaacat -
aggtggeggt

ggtgcagtcet

atccggttac

cctecgagtgg
c&agggcéagr
cagcctgaag

ctactggggce

cattccgata
ggctegggcg
ggagcagagg
tcattcactg
atgggcaata
gtcactatct

gcctcggacé

cgeggcacee

caaaactcac ‘acatctccac

éctcttcccc
cgtggtggtg
cgtggaggtyg -
tgtggtcaéc
caaggtctcc
écagccééga
ccaggtcagce
géagagcéat
cggcthftc'
cgtcttctéa

ctecectgtet

ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca

gtcctecaccg

aacaaagccc

gaaccééagg
qtgacctgcc
gggcagccgg
técctctaca
fgetecsia

ccgggtaéat

atccgtggac

gtggtggate

tgaaaaagcc

gctacaatat

ttgatcctta'

ccgeccgacaa

ccgcéatgta

tggtcactgt

cgtgccecage

aggacaccct
acgaagaccc
aéacaaagcc
tcctgecacca
tcccégcccq
tgtacaccct
tggtcaaagg

agaacaacta

'gcaagctcac

tgcatgagge

ga

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp

1 .

5

10’

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr

20

25

30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser

35

40

68

45

attcggccaa

tggaggaggt

cggagagtct

gaactgggtg

ttatggtggt.

gtccatcage

ttactgtgca
ctcetctgat
acctgaactc
catgatctee
téaggﬁcaag
9099939939
ggactggctg

catcgagaaa

gcccecatce

cttctaﬁcca

caagaccacg .

cgtggacaag

‘tctgcacaac

Leu Pro
15

Leu Ser

Gln Asn

360

420

540

600 -

660

720

780 .

840 -

900

960
1020
1080
1140

1200.

1260

1320
1380
1440

1482



Val

Arg.
65

Arg

Sex

Asp

Gly

val

Tyr Ser
50

Leu Leu
Phe Ser
Leu Glu

Asn Pro
115

Gly Gly
i30 ’

v

Gln Leu

145 .

Leu
Met
'*Agﬁ
Gly
~Gin

225
;Val

Pro

Phe

Lys Ile

Asn Trp

Tyr Leu Ala Trp Tyx
-5 O a5

Ile Tyr Phe Ala Lys"

70 .

Gly'Ser Gly Ser Gly
85

Pro Glu Asp Phe Ala
100 . .

Trp Thr Phe Gly Gln
, -~ 120

Ser Gly Gly Gly Gly
135

val Gln Ser Gly Ala
150

Ser Cys Lys .Gly Ser
165— — -

Vval Arg Gln Met Pro

180

I1& Asp”
© 195

Gln Vval
210

Trp Ser.
Ser val
Se; éer
Pro Cys

27?

Pro Pro
290

Pro Ty¥ Tyr Gly Gly Thr’

200

Thr Ile Ser Ala Asp
215 '

Ser Leu Lys Ala Ser
' 230

Gly'?ro Met Asp Tyr
245 ,

Asp Gln Glu Pro Lys
260

Pro .Ala Pro Glu Leu
) . 280

Lys Pro Lys Asp Thr
295

ES 2460517 T3

Gln
Thr
Thx
val
105
Gly
Ser
Glu
Gly
Gly
185

Lys

Asp

Trp

Ser
265

Leu

Leu

Gln
Leu
Asp
90

Tyr
Thr
Gly

Val

Tyr

170

Lys

Thr

Ser

Thr

235 .

Gly
250
Ser

Gly

Met

Lys

Ala

75

Phe
Tyr
Lys
Gly
Lys
155

Ser

cly

Tyr
Ile
Ala
Arg
Asp
G}y

Ile

69

Pro
60

Glu

Thr
Cys
Val
Gly
140
Lys

Phe

Leu

‘Asn

Ser

220

Met

Gly

Lys

Pro'

Ser’

300

Gly

Gly

Leu

Gln:

Glu
125

Gly
Pro
Thr
Glu

205

'Thr

Tyf
Thr
Thr
Ser

285

Arg

Gln

Ile

Thr

His

110

Ile
fhr
Gly

Gly

175

Trp

190

Lys

Ala-

Tyx
Leu

His

270

Val

Thx

Ala

Pro
Ile
95

His

Lys

Gly

Glu

Pro

.Ala

Ser
Ser
Gly
Glu.

Ser

160

Tyr

Met

Phe

TYyr

Cys

Asn

Gly:

Lys

Leu

Ala

. 240

Val

Thr

255

lThr

Phe

‘Pro

Ser

Leu

Glu



10

Val
305
Phe
" Pro
Thr
val
" ala
385
Arg
Gly

Pro

Ser

Gln,

465

His_

<210> 13

Thr

Asn
Axg
val

Ser

Cys

Trp

Glu

Leu

355

Asn

370

Lys

.Asp

Phe

Glu

Phe

450

Gly

Tyr

<211> 1482
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Glu

Asn

.435

Phe

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

340

His

Lys

Gln

Leu

Val

Val
325

Gln

‘Gln

Ala

Pro

Thr

© 405

Pro
420

Asn

Leu

val

Gln

,Sef

Tyr

Tyr

Phe

Lys
485

<223> TRU-016 humanizado

<400> 13

val
310

Aép
Tyr
Asp
Leh
Arg
390
Lys

Asp

Lys

Asp
Gly

Asn

Trp

ES 2460517 T3

.Val

val

Sexr

Leu

Ser
Glu

Thr

345

Asn

- 360 .

Pro

378

Glu

Asn

Ile

Thr

ser TLys

Ser
470

Ser

455

Cys

Leu

Aia
Pro
Gln
Ala

Thr
440

Pro

Gln

val’

val
425

Pro

Leu Thr

Ser

Ser

val

Leu

His

val

"330

Tyr
Gly
Ile
val
Ser
410
Glu

Pro

vai”

Met

Ser.
490

Glu
315
His
Arg
Lys
Glu
-Tyr
395
Leu
Trp
Val
Asp

His
475

Pro

Asp

Asn’

Val

Glu

I:jrs ‘

380

.Thr

Thr

Glu.

Leu

Lys
460

Glu

VGly

Pro

Ala

val

Tyx

365

Thr
Leu
cys
Sexr

Asp
445

‘Ser

Ala

Lys

GZ_I.u

Lys

Ser
350
Lys
Ile
Pro

Leu

Asn
430

Ser.

‘Arg

Leu

Val
Thr
335
val
Cys

Ser

Pro

Lys
320
Lys
Leu
Lys

Lys

Ser

+ 400

val

415.

Gly
Asp

Trp

His

Lys

Gln

Gly.

‘Gin

Asn

480

atggaagccce cagctcaget tctcttecte ctgctactet dgctcccaga taccaccgga

gaaattgtgt tgacécagtc tccagcﬁcacc ctgtctftgt ctccaggcga aagagccace

ctctectgee gaacaagtga aagtgtttac agétacttag cctggtacca acagaaacct |

70

€60

120

180
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ggcpaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
gégaCCQgtg
ctgaagattt
cgccaga:éc
actacctaca
accgcétacc
Egc;cagtcg
caggagcéca
ctgggtggac
.Eggacccctg
ttcaactggt
cégtacaaca
aatggcaégg
accatctceca
cgggatgage
Qécgadafég
cctecegtge
agcaggtggc
caétacacgc
<210> 14

<211> 493
<212> PRT

ctaggctcct
gcagtggatc
cagtttatta
tggaaateaa
aggtgcaget
cétgtaaggg
ecgggaaagg
accggaagtt
tgcaatggag
gccctatgga
aatcttqtéa
cgtcagtett
aggtéaéatg
acgtggaégg

gcacgtaccg

agtacaagtg’

aagccaaagg
tgaccaagaa

ccgtggagtg

‘tggactccga

agcaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 14

1

5

catctatttt
cgggacagac
ctgtcaacat
aggtggcggt
ggtgcaétct
atccggttac
cctegagtygg
céagggccag
cagcctgaag
ctactgggge
caéaactcac-
¢ctcttcccc
cgtégtggtg
cgtégaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcce

Qcagccccga

ccaggtcage

ggagagcaat
cggctcette
cgtcttcteca

ctcectgtcet |

ES 2460517 T3

gcaaaaacct
ttcactcteca

cattccgata

ggctegggeg

dggagcagagg
'tcattcactg
atgggcaaté
gtcacﬁatct
gccteggaca
cgcggcacce
acatqtccac

ccaaaaccca

gacgtgagcc

cataatgcca
gtcctecaceg
aacaaagccce
gaaccacagg
ctgacctgee
éggcaéccgé

ttcetctaca

tgctcegtga

ccgggtaaat

10

tadcagaagg
ccaﬁcagcag
atccgtggéc
gtggtggatc
tgaaaaagcé'
gctacaatat
ttgatcctta
ccgeccgacaa
écgc;atgté
tggﬁcactgt
cgtgcccagce
aggacadccﬁ
acéaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagcccé
tgtacaccct
Fggtcaaagg
agaaéaacta'
gcaagctcac
tgcatgaggé

ga

aattccagcece

cctagagcct

attcggccaé

tggaggaggt
cggagagtct
gaactgggtg
ttatggtggt
gtccatcage
tﬁactgtgca
ctcctetgat
acc;éaaét;
Catgatcﬁcc‘
tggggtcaag
gcaggaggag
ggactggctg
ﬁétcgagaaa
gcceccatee

cttctatccea

caagaccacg

cgtggacaag

tctgﬁacaac

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

15

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
’ ' : 25

20

30

71

240
300

360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380
1440

1482



Leu Ser Ero
. 85

Val,Tyr Ser
50

Arg Leu Leu
Arg Phe Ser

Ser Leu'Glu

a

Asp Asn Pro
115

Gly Gly Gly
130

Val Gln Leu
145 -

Leu Lys‘Ile
“'Met Ash Trp

Asn Ile Asp
195

Gly Gln val -
210

Gln Trp Ser
225°

Arg Ser Val

: Val.Sef Ser

Pro Pro Cys
278

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
100
Trp
Ser

Val

‘Ser

val
180

Pro

Thr

Ser
Gly
Asp
260

Pro

Glu
Leu

Tyr

Ser

Glu
Thr
Gly
Gin
Cys
165
Arg
Tyr
Ile
Leu
Pro
245

Gln

Ala

Arg
Ala

Phe’

Gly

nsp
Phe
Gly
Ser

150

Lys

Tyr
Ser

Lys

230

Met
Glu

Pro

Ala
Txrp
55 -
Ala
Ser
Phe
Gly
Gly
135

Gly

Gly

© Met

Gly

ala

215

Ala

Asp

Pro

Glu

ES 2460517 T3

Thr .
Tyx
Lys
Giy
Aia
Gln
120
Gly
Ala
Ser
Pro
Gly
200
Asp
Ser
TyY
L?s

Leu
280

Leu
cin
Thr
Thr

Val
105

‘Gly

Ser

Glu

Gly

Gly

185

Th
Lys
asp
Trp

Ser

265

Leu

Ser

Gln

Leu

Cys Arg

Lys Pro
60

Ala Glu

"~ 75

Asp

Tyr

Thr

Gly
Val

Tyx

© 170

Lys

Thr

‘Ser

Thr

.Gly

250

Ser

dly

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Gly Gly

140

Lys Lys
155

Ser Phe
¢ly Leu

Ty;-Asn

Ile Ser

220

Ala Met
235
Arg Gly

Aép Lys

Gly Pro

Thr

- 45

Gly'

Gly

Leu’

Gln

Glu

125

Gly

Prb

Thr

‘Glu

Arg
205

Thr

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

Gln

ile
Thr
His
110
Ile
Thr
Gly
Gly
Trp
190

Lys

Ala

Tyr
Leu
His
270

Val

285 -

72

Glu

Ala

Pro

Ile

His

Lys

Giy

Giu

Tyx

175

Met

Phe
Tyr
Cys
Val
255

Thr

Phe

Ser

Pro

Ala

Ser
Ser
Gly -
Glu
Ser
160
Asn
Gly
Lys
Leu
Ala
240
Thr

Serxr

Leu



10

Phe Pro
290

Val Thr
305

Phe Asn
Pro Arg
Thr val

Val Serxr
’ 370

Ala Lys
385 .

Arg Asp
Gly Phe

Pro/Glu’

Sexr Phe
450

Gln Gly
465

His Tyr

<210> 15

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

355

Asn
Gly
Glu

Tyr

Asn

435

Phe

Asn

Thx

<211> 1482

<212> ADN

Lys

‘Val

ryr

Pro
Val

val

. 325

Glu
340
His
Lys
Gln
Leu
Pro
420
Asn
Leu

Val

Gln

éln
Gln
Ala
Pro
Thr
405

ser

Tyr

. e

Phe

Lys

485

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Val

310

Asp

Tyx

Asp

Leu

Arg

390

Lys

Asp

Asp

295

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
375

Glu

Asn

Ile

Lys Thr

Sexr

Ser
470

Ser

<223> TRU-016 humanizado

<400> 15

atggaagcc¢ cagctcaget tctcttecte ctgctactet ggctcdtaga_taccaccgga

Lys

Thr

val

vVal

Ser

ES 2460517 T3

Leu

‘Sexr

Giu

Thx

© 345

Leu

360 .

Ala
Pro
Gln
Ala
‘Thr
40

Leu

455

Cys

Leu

Ser.

Ser

Asn

Pro

Giln

val.

vVal
425

Pro

Thr

Val

Leu

Met .

His

‘Val

330

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

410

Glu

Pro

Val

Met

Ser
490

IleISer
300

Glu Asp
315
His Asn

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys

380

Tyr Thr
395

Leﬁ Thr
Trp Glu
Val Leu
Asp L?s

460

His Glu
475

.Pro Gly

73

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser
350

Tyr Lys
"365

‘Thr. Ile

Leu Pro

Cys Leu

Pro

val

Thr
338

Val

Cys
Ser

Pro

val’

... 415

Ser'Asn
’ 430

Asp Ser
445
Ser Arg

Ala Leu

Lys.

Gly

Asp

Tep

His

cly

Glu

Lys
320

Lys .

Leu
Lys
Lys
Ser

400

Lys

Gln

Gln‘

Asn
480

60
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gaaattgtgt

ctcteetgece

ggccaggete

aggttcagtg

lgaagattttg

gggaccaagg

gggaccggtg

ctgaagattt
égcﬁagatgc
actacctacé
accgcctacc
cgctcagtgg

caggagccca

ctgggtggac

cggacccctg
ttcaactggt

cagtacaaca

aatggcaagg
“accatctcca

cgggatgagc

agcgacatcg
cctecegtge
agcaggtggce

cactacacgc

<210> 16

<211> 493
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 16

1

tgacacagtc
gagcaagﬁga
ctaggctcecct

gcagtggatc

-cagéttatta

tggaéatcaa.

aggtgcagct
cctgtaaggg
ccgggaaagg
accggaagtt
tgcaatggag
gccctatgga
aatcttctga
cgtcggtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg

agtacaagtg

‘aagccaaagg

tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
aééaégggaa

agaagagccﬁ

5

ES 2460517 T3

tccagccacc
aaatgtttac
catctétttt
cgggacaéac
ctgtcaacat
aggtggeggt
ggtgcagtct
étccggttac

cctegagtgg

caagggccag

cagcctgaag
ctactgggge
éaaéactcac
cctetteece

cgtggtggtg

cgtggaggtg:

tgtggtcagc

caaggtctcc

goagéotega

écaggtcagé
ggagagcaat
;ggctccttc
cgtcttctca

ctececetgtet

ctgtetttgt
agctacttag
gcaaaaacct

ttcactcteca

Acattccgaté

égctcgggcg
ggagcagagg
tcaﬁtcactg
atgggcaata
gtcéctatct
gc¢tcggaca
cgcggdaccc
acatctceccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cétaatgcca
gtcctcaccg
aacaéagcccl
gaaccacagg
ctgacctécc

gggcagccgg

ttcctctaéa‘
tgctéegtga'

ccgggtaaat

~ 10

74

ctccaggcga

cctggtacca
tagcagaagg
ccatcagcag
atécgtggac
gtggtggatc

tgaaaaagcc

gctacaatat‘

ttgatcctta
ccgccgacaa
ccgccatgta
tggtéactgﬁ
cgtgcccage
aggacaccct

acgaagaccc

‘agacaaagcc

tcctgcacca
tecceageccce
tgtacaccct

tggtcaaagg

agaacaacta-

gcaagctcac
tgcatgagge

ga

15

aagagccacc
acagaaacct

aattccagece

cctagagcct

.attcggccaa

tggaggaggt

cggagagtct

gaactgggtg
ttatggtggt

gtccatcage

ttactgtgca

ctecctctgat

acctgaactc

catgatcﬁcc

tgaggtcaag -

gcgggaggag
ggactggetg

catcgagaaa

gcccccatec

étEctatcca
caégaccacg
cgtggacaag

‘tctgcacaac

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu.Leu Leu Leu Trp Leu Pro

120

180

. 240

300
360
420

480

" 540

600
660

720

- 780

840

300

960
1020

1080

1140

11200

1260

1320

1380

. 1440

1482



Asp
Leu
‘Val
Arg
65
Arg
Ser
Asp
Gly
val
145
Leu
Met
Asn
Gly
Gln
225

Arg

vVal

Thr Thr

Ser Pro

Tyr Ser

50

Leu Leu
Phe Ser .
Leu Glu

Asn Pro
115

Gly Gly
130

Gln Leu

Lys Ile

Asn Trp

Gly
20

Gly

Tyr

Ile
Gly
Pro
100
Trp

Ser

Val

ser

vVal

1180

Ile Aép

. 195

Gln val
210

-Trp. Ser

Ser Val

Ser Ser

Pro

Thr

Ser

Gly

Asp

-260

Glg
Glg
Leu
Ty?
Sér
85

élg
Thr
Gly

Gln

cys
165
Arg

Tyr

Ile

Leu

Pro
245

Gln

Ile

Arg

Ala

Phe

70

Gly

Asp

Phe

Gly-
~135.——-

Ser
150
Lys
Gln
Tyr

Ser

Lys
230

Met

Glu

Val Leu

Ala Thr
- 40
Trp Tyr

55

Ala Lys

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
120

Gly~Gly
Gly Ala
Gly Ser
Met Pro
Gly Gly

200

Ala Asp
215

Ala Serx

Asp Tyr

Pro Lys

ES 2460517 T3

Thr
25

Leu

Gln

Thxr

Thx

val

105

Gly

Ser

Glu

Gly

Gln

Ser

Gln

Leu'

Asp

-1y

Tyx

Thr

Gly

Val

-

Tyr

170

Gly

185

Thr

Lys

Asp

Trp

Ser
265

Lys
Tﬁr
Ser
Thr

Gly

‘Sexr

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe

TYyTr

Lys

Gly

Lys

155
Ser
Gly
rye
Ile
Ala

235

AYg

250

Asp

Pro Ala Thr

30

Arg Ala Serx
45

Pro Gly Gln
60

Glu Gly ile

Thr Leu Thr

Cys Gln His
. 110

Val Glu Ile
.125

Gly Giy Thr
~140.. -

Lyé Pro Gly

phe Thr Gly

Leu Glu Trp 1

190

Asn Arg Lys
205

:

Ser Thr Ala
220

Met Tyr Tyr

Gly Thr Leu

Lys Thr His
270

75

Leu Ser .
Glu Asn
Ala Pro-

Pro Ala
- 80

Ile Ser
95 .

His Ser
Lys Gly

Gly Glu

Glu Ser

phe Lys
Tyr Leu

Cys Ala
240

val Thr
255

Thtr Ser



10

Pro Pro Cys Pro Ala

275

Phe Pro Pro Lys Pro
290 :

val Thi Cys Val Vval
305 :

Phe Asn Trp Tyr Val
o 325

Pro Arg Glu Glu Gln
340

Thr Val Leu His .Gln
’ 355

Val Ser Asn Lys Ala

370
Ala Lys Gly Gln Pro

385

'Arg Asprélu Leu Thr

Pro

Lys

val

-Glu

Asp
295

Asp

310 -

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

390

Lys

405

éiy Phe Ty;.Pro-Sér

420

Pro Glu Asn Asn Tyr
435

Ser Phe Phe Leu Tyr
450

Gln Gly Asn Val Phe
465

His Tyr Thr Gln Lys
485

<210> 17

<211> 1479

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Lys
sSer
Ser
470

Ser

<223> TRU-016 humanizado

<400> 17

Asn

Trp

"Pro

375

Glu

Asn

Ile Ala val

Thr

Lys

Leu

280

Thr

vVal

val

Ser

Leu

360

Ala

Pro

Gln

Thr

ES 2460517 T3

Leu

Leu

Ser

Glu
Tﬁr
345
Asn
Pro
Gln
Val

425

Pro

440 -

Leu

455

Cys

Leu

Ser

Ser

Thr

Val

Leu

Gly

‘Met

His

Val
330

Tyr

Gly.

Ile

val

Ser'

410

Glu

Pro

val

Met

Ser
490

-Gly'

Ile

Arg
Lys

Glu

Pro

Ser
300

Asp

‘Asn

Val

Glu

Lys

. 380

Tyr
395

Leu

Trp

val
Asb'

His

Thr

Thr

‘Glu
Leu

Lys-

Ser
285
Arg
Pro
Ala
Val

Tyr

Val

Thx

Giu

Lys

Ser
350

Lys

365 .

Thr

Leu

Cys
ser

‘Asp
445 -

Ser

460"

Glu

475

Pro

76

Gly

Ala

Lys

Ile
Pro

Leu

‘Asn

430

Ser

.Arg

Leu

Phe
Pro
Val
Thr
335
val

Cys

Ser

Pro

Leu
Glu
Lys
320
Lys
Leu

Lys

Lys -

Ser

. 400

Val

Lys

415

ey

Asp

Trp

His

Gin
Gly
Gln

Asn
480
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atggaagcac

‘gacatccaga

atcéqatgté
ggaaaatctc
aggttcagtg
gaagattctg
ggcaccgaac
ggagctageg
ctgaggattt
cgccagatge

actacctaca

. accgectacc

cgctcagteg
gagcccaaat
ggtggaccgt
accecctgagyg

aactggtacg

tacaacagca.

ggcaaggagt

atctccaaag

gatgagctéé
gacatcgccg
ccégtgctgg
aggtggcagc

tacacgcaga

cagcgcaget
tgactcagtce
gaacaagtga

ctcagctccet

gcagtggatc:

gaagttattt
tggagatcaa

aggtgcagcet

‘cctgtaaggg

ccgggaaagg
accggaagtt
tgcaatggag

gecctatgga

cttctgacaa

cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtécaé
ccaaagggca
ccéagaacca
tggagtggga
actcggaégg
aggggaacgt

agagcctctce

<210> 18

<211> 492

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 18

ES 2460517 T3

tctettccte
tccagectcee
aaatgtttac
ggtctcttét
aggcacacag

ctgtcaacat

aggtggcggt

ggtgcagtcet”

atccggttac
cctggagtgg
géagggccég
cagcctgaag
ctactégggc
aactcacaca
cttcecccea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte

ggtctccaac

gccccgagaa

ggtcagectg
gagcaatggg
ctcéttcttc
cttctcatge

éc;gtctccg

.ctgctactct

ctatctgecat

agttatttgg
gcaaaaacct
ttttctectga
;attcCéAta
ggctegggeg
ggagcagagg

tcattcactg

atgggcaata

gtcactatet
gecteggaca
cgcégcadcc
tctecacegt
aaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcacegtee
aaagcccetcece

ccacéggtgt

,acctgcctggl

cagccggaga

ctctacagca'

tececgtgatge

ggtaaatga

ggctceccaga
ctgtgggaga
ctﬁgétatéa
tégcagaégg
agatcaécag
atccgtggac
gtggtgggte
tgaaaaagcc
gctacaatat
ttgatcctﬁa
ccéccgacaa'
ccgccatéta
tggtcactgt
gccéagcacé
acaccctcat
aagaccctga

caaagccgcyg

‘tgcaccagga

‘cagéccccat

acaccctgcc
tcaaaggctt
aqaactécaa
agctcaécgt

atgaggctct

taccaceggt

gactgtcacc

gcagaaacag
tgtgccatca
cctgcagect
gttcggtgga

gggtggcgge

cggagagtct .
gaactgggﬁgg‘
ttatggtggt

gtccatcage

ttaétgtgca
ctcctegage
tgaactcctg
gatctececegg

ggtcaagttc

ggaggagcag

ctggctgaat
cgagaaaacc

cccatececcgg

ctatccaage

gaccacgccet
ggacaagagc

gcacaaccac

Met. Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu ﬁeu'Leu_Leu Trp Leu Pro

77

60
120
180

‘540
300

. 360
420
480
540

600
660

720
780
840
900
960

1020

1080 -

.1140

1200

1260
1320
1380
1440

1479



Asp

Ala

Val

Gln
65

Arg
Ser
Asp

Gly

© val

TT1457T 7

: Leu
Met
"Asn
ety
Gln
225

Arg

i

Thr Thr

Sei Val
' 35

Tyr Ser
50 ‘

Leu Leu
Phe Ser
Leu Gln

Asn Pro
115

Gly Gly
130

Gln Leu

Arg Ile

Asn Trp

‘'Ile Asp

195
Gln Val

210

Trp Ser

Ser Vgl

Gly

20

Giy

Tyr

Val

Gly

Pro-

100

Trp

Ser

val

ser
val
180

Pro

Thr

Ser’

Gly

Asp
Glu

Leu

‘Serxr

Sér
85
Glu

Thr

Gly

Gln

Cys

165

Arg

Tyr

Ile

Leu

Pro
245

‘Ile

Thr

Ala

Phe
70

'Gly

Asp.

Phe

Gly

Ser

Gln
Val
Trp
Ala
Se{
Ser
Gly
cly

135

Gly

is0 7

Lys
Gln
Tyr
Sér
Lys
230 -

Met

Gly
Mep
Gly
Xla
215

Ala

Asp

Met
Thr
Tyf
Lys
cly
Gly
ély
120
Gly

Al?

Ser

Pro

Gly
200

Asp

Ser

Tyr

ES 2460517 T3

Thr
25

Ile
Gln
Thr
Thr

Ser

105

Gly

Ser

Glu val

Gly

Gly

185

Thr
Lys
Asp

Trp

10

Gln
Thr
Gln
Leu
Gln
90

Tyr
Thr

Giy

Tyr

170

Lys
Thr
Ser
Thx

Gly
250

Ser Pro

Phe Ser

Phe Cyé

Glu Leu

Gly Gly
140

Lys Lys
158"

Sex Phe

Gly Leu

Tyxr Asn

Ile Ser

220

Ala Met
235

‘Arg Gly

78

Ala

Thr
45

- Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Gly
pro
Thr
Glu
Arg

205

Thr

Thr

15

Ser Leu
30

Ser qlu
Lys Se?
Val Pro
Lys Ile

95

His His
110

Ile Lys

Ala Ser

Gly Glu

Gly Tyr
175

Trp Met
190 -
Lys Phe

Ala Tyr

Tyxr Cys

:Ser
160

Ser

‘Asn

Pro

Ser

Ser

Serx

.Gly

Glu

Asn_'

Gly

Lys

Leu

Ala

240

Leu Val
’ 255

Thx
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Val
Pro
Pro
Thr
.305
Asn
Axg
vVal
Sexr
Lys
385
Asp
Phe.

Glu

Phe

Ser

‘cys-

Pro
290

Cys

Trp
Glu
Leu

Asn
370

Gly.

Glu

TyY

Asn

Phe

450

Gly.

Asn

465 ..

Tyr

Thr

<210> 19
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 19

Ser

Pro
275

Lys

Val
Tyr

Glu

His

355

Lys

Gln

Leuw

Pro

‘Asn

435

Leu

val

Gln

Ser

260

‘Ala

Pro

Val

val

Gln

340

Gln

Ala

Pro

Thr o

Ser
420

Tyr

Phe

Lys

Glu Pro-
Pro_glu
Lys.Asp
Val Asp

310

Asp ély

.325

TYf Asn

Asp Trp

Leu Pro

Arg Glu
390

Lys Asn
405

Asp Ilé
Lys Thf
Ser Fys
Ser Cyé»

470

Ser Leu
485

Lys

Leu

Thf

295

val

val

Ser
Leu
Ala
375

Pro

Gln’

Ala

lThr

Leu
455

Ser

Ser

ser

Leu
280

Leu

Ser

Glu
Thr

Asn
360

Pro

Gln

Val

Val

Pro
440

“Thr

Val

Leu

ES 2460517 T3

Ser
265
Gly
Met
His

Val

Tyxr
345

Gly

Ile
Val
Ser
Glu
425
Pro

Vai

Met

sor
1490

Asp

‘Gly

Ile
Glu
His
330

Arg

LYS

Glu

Tyr

Leu
410 -

Trp

Val

Asp

His

Pro

Lys

Pro

Ser

Thr .

Ser

Arg

- 300

Asp
315
Asn
Vval.
Glu
Lys
Thr
395
Thr
Glu’
Leu
Lys
Glu
475

Gly

79

Pro

‘Ala

Val

Tyr

Thr
380

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

460

Ala

Lys

His Thr
270

Val Phe
285

Thr Pro
Glu val
Lys Thr

Ser Val
350

Lys Cys
365.

Ile Ser

?ro Pro
Leu Val
Asn Gly

430

Ser Asp
445

Arg Trp

Leu His

Ser Pro
ﬁeu rhe
Glu Vval

Lys Phe
320

Lys Pro
335 ’

Leu Thr

-

Lys Val

Lys Ala

Ser Arg
400

Lys Gly

415

Gln Pro
Gly Ser
éln Gln_

Asn His -
480
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atggaagcac:
‘. gaaattgtgt

. ctctectgece

ggccaggctce

aggttcagtg

gaagattttg

gggaccaagg
ggagctageg

gtgaagattt

aagcagaata

actacctaca
acagcctaca
agatéggtcg
gagcccaaat

ggtggaccgt

""accéctéégg

aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
" gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagce

- tacacgcaga

<210> 20
<211> 492
<212> PRT

cagcgcagct
tgacacagte
gaacéagtga
ctaggctcct
gcagtggatc
cagtttatta
tggaaatcaa
lcggtccagct
cctgcaaggce
atggaaagag
accggaagtt
tgcagctqaa
gccctéféga
cttcﬁgacaa

cagtcttcét

tecadatgegt ggtggtggac gtgagecacg

tggacggegt
Egtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

-agagcctctce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 20

ES 2460517 T3

tctettecte
tececagccacce
aaatgtttac
catctatttt
cgggacagac
ctgtcéacat
<’=19911:99099'4c
gcagcagtct
ttctggtﬁac

ccttgagtgg

‘caagggcaag

gagtctgaca
ctactggggt
aaétcacaca

ctteecccecea

ggaggtgcat
Qgtcégcgtc
ggtctecaac
gccecegagaa
ggtcagcptg
gagcaatggg
ctecettette
cttctcatgc

cetgtecteeg

ctgetactct
ctgtctttgt
agctacttég
gcaaaéacct
ttééctétca
catﬁcégata
ggctcgggeg
ggacctgagt
téattcéctg
attggéaata
gccéc;ttga
tctgaggact
caaggaacct
tctccéccgt

aaacccaagg

aétgccaaga
ctcaccgtcce
éaagécctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge

ggtaaatga

80

ggctcccaga

ctccaggega

cctggtacca

tagcagéagg

ccatcagcag

atcegtggac

gtagtggate
cggaaaagcce
gctacaatat
ttgatcctta
ctgtagacaa
ctgcagtcta
éaétqaccgt
gcecageace

acaccctcat

aagaccctga.

caaagccgceg
tgcaccagga
cégcccccat
acaccctgcc
tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

taccaccggt

‘aagagccacc

acagaaacct

aattccagce

cctagagcect
attcggééaa
tggaggaggt
tggpgcttéa
gaactgggtg

ttatggtggt

atcctccagcb

ttaptgtgcé
cteectcgage

tgaactcctg

gatctceecgg -

‘ggtcaagttc |

dgaggagcag
ctggctgaat
cgagaéaacc
cccatcecgg

ctatccaagc

gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
‘900 ;
rséd”
1020
1080.

1140

1200

1260

1320

1380
1440

1479



‘Met”

Asp
Leu

Val

Ser
Asp

~Gly

Glu

Thr.

Ser

TYyr

50

Leu

Phe

Leu

Asn

Gly~

130

val
145
val
Met
Asn

Gly

_Gln
225

Gln

Lys

Asn

Ile

Ala Pro Ala Gln

5

Thr Gly Glu Ile

--. 20

Pro Gly .Glu Arg

35 - -

Ser Tyr Leu Ala

Leu Ile Tyr Phe

Ser Gly Ser Gly

85.

70

Glu Pro Glu Asp

100

Pro Trp Thr" Phe

115

Gly Ser-Gly Gly

Ile Ser Cys Lys

Trp Val Lys Gln

180

Asp_Pfq Tyr Tyr

© 195

Lys
2IQ

Leu

Ala Thr Leu Thr

Lys Ser Leu Thr

165

Leu Gln Gln Ser

150

.230

Leu Leu

val Leu

Ala Thr'

40
Trp Tyr

55

Ala ‘Lys

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
120

Sex¥ Gly Ser Gly’

135

Gly Pro
Ala Ser
Asn Asn

Giy Gly
© - 200

Val Asp
215

Ser Glu

ES 2460517 T3

Phe Leu
10

Thr Gln
25

Leu Ser

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp:

20

val Tyr
105

Gly Thr

Glu Ser

Gly'Tyr
170

Gly Lys-

185

Thr Thr

S

Lys Serx

Asp Ser

Leu

Ser

Cys

Lys-

Ala
75

Phe
TyT
Lys
Gly
Glu
155

Ser

Ser.

Tyr
Ser

Ala
235

81

Leu Leg
Pro Ala
Arg Thf
Pro Gly
60

Glu Gly

Thr Leu

Cys -Gln

Val Glu
125

Gly Gly’

140

Lys Pro
Phe Thr
Leu Glu

Asn Arg
205

Ser Thr
220

Val Tyr

Trp
Thr

Ser

Gln

Ile
Thr
His
110

Ile

‘Ala’

Gly
Gly
Trp
190

Lys

Ala

Tyr

Leu
15

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

95

His

Lys

Ala

Tyr
175
Ile
Phe
Tyr

Cys

Ser A

Pro
Ser
Asn
Prq'

Ala

.Ser

Ser

Gly

Lys
Met

Ala
240'



10

Arg

Val

Pro

Pro

Thr

Ser

Serj

Cyé

Pro
290

Cys

305

Asn
Afg
val
Ser
Lyé
385
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly
465

Tyr

Trp
Glu
Leu

Asn
370

val Gly

Ser Ser
260

Pro Ala
275

Lys Pro
val val
Tyr Val

Glu Gln
340

His Gln
355

Lys Ala

Gly Gln Pro

Glu

Asn
Phe
450

Asn

Thr

<210> 21
<211> 1479

<212> ADN

Leu Thr

Pro
245
Glu
Pro

Lys

Val

Asp
325

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

405

.Pro Ser

420

Asn Tyr

435

Leu Tyr
Val Phe

Gln Lys

’

Asp

Lys

Ser

Ser

Met
Pro
Glu
Asp

Asp

310 .

Gly
Asn
Trp

Pro

‘Glu

390

Asn
Ile
Thr

Lys

Cys

- 470

Ser
485

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

<223> TRU-016 humanizado

<400> 21

Asp
Lyé
Leu
Thr
295
Val
Val
Ser
Leu

Ala
375

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
455

Ser

Ser

Tyr

Ser

Leu
280

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
360

Pro

Gln

Val

Val

Pro

440

Thr

Val Met His Glu Ala:

ES 2460517 T3

Trp Gly Gln
250

Ser Asp Lys
265 .

Gly Gly Pro

Met Ile Ser

His Glu Asp
315

Val His Asn
330

Tyr Arg Val
345. :

Gly Lys Glu

Ile Glu Lys

Val Tyr Thr

395

Sexr Leu Thr
410

Glu Trp Glu
425 ' ¢

Pro Val Leu

val Asp Lys

S

475

Gly
Thr
Ser

Arg

Thr

Hié

Val
285

Thr

300 -

Pro

Ala

val

Tyx

Thr
380
Leu
Cys
Ser
Asp

Ser
460

Leu Ser Pro Gly Lys

s

490 -

82

Glu

Lys

Ser

Lys

365

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
Thr
270

Phe

Pro

‘val

Thr
Val
350

cys

Ser

Pro

val

Gly

430

Ser
445

"Arg

Leu

Asp
Trp

His

Val

255

Sex

Leu

Glu

Lys

Lys
335

‘Leu

Lys

Lys

Thxr -
Pro
Phe .
val
Phe

320

Pro

Thx

val

Ala -

Ser Arg

Lys
415
Gln
Gly

Gln

Asn

400

Gly

Pro

Ser

Gln

His
480



10

atggaagcac"

gaaattgtgt
ctctectgee
ggccaggcte

aggttcagtyg

gaagattttg-

‘gggaccaégg

ggagctagec
étgagactct
cgqcagatgc
actacctaca
accgectace

cgctcagteg

'gageccaaat

ggtggaccgt

acccctgagg

aactggtacg

tacaacagca

" ggcaaggagt

_atctccaaag

gatgagctga

gaéétcgccg

cccgﬁgctgg'

aggtggcage

tacacgcaga

cagcgcaget
tgécacagtc
gaaéaagtga
ctaggctcct
gcagtggatc

cagtttatta

tggaaatcaa

aggtgcagct
cqtgtgcagc
ccgggaéagg
accggaagtt
tgcaaﬁggag

gccctatggé

cttctgacaa

cagtcttcct
tcacatgegt
tégécggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
dcéaagggcé
;caagaacca
tggagfggga
aétccgacgé
aggggaacgt

agagcctctce

<210> 22

<211> 492

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 22

‘tetcttecte

teccagecacc

aaatgtttac

catctatttt

cgggaéggacf

ctgtcaacat -

aggtggcggt
ggtggagtct
ctctggattc

cctggégtgg

caagggccag

cagcctgaag

ctactggggce

aactcacaca

cttcecccca

ggtggtggac

ggaggtgcat
gétcagcgtc
ggﬁétccaat
gcéccgégaa
ggtcagectg
gagcéatggg
ctccttette

cttétcatgc

cctgtctccg'

ES 2460517 T3

ctgctactcet
ctgtctttgt

-agctacttag

gcaaaaacct,

ttcactetcea
cattccgata
ggctegggeg
ggtggaggeg

accttcagtg

atgggcaata:

gtcactaﬁct
gdctcégaca
cgeggcacce
tctccacegt

aaacccaagg

gtgagccacg’

aatgccaaga
ctcaccgtcecce
aaagccétcc
-ccacaggtgt
écctgcctég
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge

ggtaéétga

83

ggctcccaga

ctccaggega

cctggtacca
tagcagaaég
ccatéégcag
atccgtggac
gtggﬁgg#;c
tggtccagee
gctacéatat
ttéatcctta
ccgcegacaa
ccgeccatgta

tggtcactgt

taccaccggt

aagagccacc

acagaaacct '

aattccagcce

cctagagcect

attéggccéa

‘tggaggaggt

tgggaggtcd

gaactgggtc

ttatggtggt
gtccatcage.
ttactgtgca

‘ctectegage

gcccagcace
acaccctcat
Aagaccctga
caaagccgeg
tgcaccagga
cégcccccét
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcéccgt

atgaggctct

gatcteccegg.

ggtcéagttc_

ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccateccegy
ctatccaage
gaccacgcct

ggacaagagc

60
120
180

‘240

300

‘360

220
480
540

600

660

720

‘ 780

840
900

960

1020

1080

1140

1200

1260

71320

1380

gcacaaccac

1440

1479



Met

Asp

Leu

Val

Arg

65

Arg

Ser

© Asp

Gly

Val.

145

- Leu
Met
Asn

Gly

Glu
Thr

Ser

Leu

Phe

Leu
Asn
Gly
130

Gln

Arg

Asn

Ile

Gln

210

Ala
Thr
Pr§
35

Ser
Leu

Ser

‘Glu

Pro

115
Gly
Leu
Leu
Trp
Asp
195

val

P;o

Gly
20

Gly

Tyr-

Ile

‘Gly

Pro
100

Trp.

Ser’

val

Sef

Val
180

Pro

Thr

Ala

Glu

Glu

Leu

Tyx

Ser
85

Giu

Thr

Gly

Glu

Cys

"165

Arg

Tyr

Ile

‘Gln

Ile

Arg

Aia
Phe
Gly
Asp

Phe

Leu
Va}
Ala
Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly
Sexr
150
Ala
Gln

Tyr

Ser

Gly
135

Gly

Ala

Met

‘Gly

Ala
215

Gly

Leu
Leu
Thr
40

Tyf

Lys

‘Gly

Ala

Gly
Ser
Pro
Gly
2QO

Asp

ES 2460517 T3

Phe Leu

‘10

Thr Glp
25

Leu Ser
Gln éln
?hr Leu
Thr Asp
%

val Tyr
105

| ‘Gly_Thr

Ser Gly
Gly Val

Gly Phe
170

Gly Lys
185 :

Thr Thr-

Lys Ser

Leu
Ser

cys

Lys.

Leu

Pro

Arg

Pro

60

Ala

75

Phe

.Tyf

Glu

Thr

Cys

Lys Val

Gly

Gly

140

val

155

Thr
Gly

Tyr

Ile

84

Gln |

Phe

Leu

Asn

Ser
220

Leu

Ala

Thr
45

‘Gly

Gly

Leu

Gln

Glu_

125

Gly

Ser

Glu

Arg
205

Thr.

Trp

Thr

30

Ser

Gln

Ile

Thr
AHis
110
Ile
Ala
Gly
Gly

Trp
190

Lys

Ala

Leu

15

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

His

Lys.

Ser

Arg

Tyr
175

Met

Pﬁe

Tyr

Pro:
Ser
Asn’
Pro
Ala
BQ

Ser

Sér‘

Gly .

Gln’

Ser
160
Asn
Gly“

Lys

Leu



Gln Trp
225

Arg Ser
Val Ser
Pro Cys
Pro Pro

290

Thxr Cys
305
Asn Trp

Arg Glu

val Leu

A;p Glg
Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe

'450

Gly Asn
465

Tyr Thr Gln Lys

<210> 23
<211> 1503
<212> ADN

Sex’
val’
Serxr
Pro
275
Lys
val
TYyY
Glu
His
355
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
435

Leu

Val

Ser
Gly
Ser
260
Ala
Pro
Val

Val

Gln

340

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
420
Tyr
Tyr

Phe

Leu
Pro
245
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
325
Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
405
Asp

Lys

Serxr

Ser .

<213> Secuencia artificial

Lys
230,
Met
Pro
Glu
Asp

Asp
310

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

390

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
470

Ala
Asp
Lys
Leu
Thr
295
val

Vai

Ser

‘Leu

Ser

Tyr

Ser

Leu

280

Léﬁ

Ser

Glu

Thr

ES 2460517 T3

Asp

Trp

Ser
265

cly

Met

‘His

val

Tyr

© 345

Asn

360

Ala Pro

375.

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

Gln
val
val

Pro
440

‘Thr

455

Ser

Val

Gly

Ile

val
Ser
Glu
425
Pro

Val

Met

Thr
Gly
250
Asp
Gly
Ile
Glu

His

330

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
410
Trp
val

Asp

His

490

‘Ala

235
Arg
Lys
Pro

Ser

Asp

315

Asn
val
Glu
Lys
Thr
395
Thr
Glu

Leu

Lys

Met

Gly

Thr

Ser

Tyr Tyr

Thr Leu

© 255 -

His Thr
270

Val, Phe

285

Argv

300

Pro

Ala

Val

Tyr

‘Thr

380

Leu

cys

Ser

Asp

Ser

- 460

Giu

475 .

85

Ala

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
485

!

Thr Pro
Glu val
Lys Thr

SérAVal

Cys
Val
Sex
Leu
Glu
Lyé

Lys

335

Leu

~350-.

Lys Cys
365

Ile ser

Pro Pro

Leu Val

Asn -Gly

Lys
Lys
ser
Lys
415

Gln

430

Ser Asp
445

Arg Trp

Leu His

Gly

Gln

Asn

Ala
240
Thr
Pro
Phe -
Val
Phe’
320
Pro

Thr

val .~

"Ala

Arg
400
Gly’
Prq
Ser
Gln

His
480
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15

20

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 23

atggaagcac
gcggtecage
tcétgéaagg
aaﬁégaaaga
aaccggaaét
atgcagcéca
ggccctatgg
tcgggeggtg
gtgttgacac
tgccgéacaa
gétcctaggc
agegscasts
tttgcagttt
aaggtggaaa
-ccgtgcccag
aaégacaccc
cacgaag;éc
aagacaaagc
gtecctgcacce
ctcécagccc
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca.

atgcatgagg
tga
<210> 24

<211> 500
<212> PRT

cagcgcagcet -
tgcagcagtce
cttctggtta
gecettgagtg
tca;gggcaa
égagtctgac
actactgggg
gtgggtcggg
aétctccagc
gtgaaaatgt
tcectcatcta
gatcegggac
attactgtca
tcaaaggctc
cacctgaact
tcatgat;tc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccé;cgagaa
tgecececccate
gcttctatcee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 24

tctcetteete

tggécctgag
ctcattcact
gattggaaat
ggbcacattg
atctgaggac
tcaaggaécc
tggcggegga
caccqtgtct
ttécagctac
ttttgcaaaa

agacttpgct

acatcattcc

gagcgagccc

cctgggtgga

‘ccggaccect

gttcaactgg
gcagtacaaé
gaatggcaag

aaccatctcc

ccgggatgag

aagcgacatc

gcétcccgﬁg
gagcaggtgg

ccactacacg

ES 2460517 T3

ctgctactct ggctcccaga

tcggaaaagc ctggcegette

ggctacaata tgaactgggt

attgatcctt attatggtgg

actgtagaca aatcctccag

tctgcégtctAgttactgtgc
tcégtcaccg tctcttectgg
tcaggaggag gcgggagtge
ttgtctccaé‘gcgaaagagc
ttagcﬁtggt accaacagaa

accttagcag aaggaattcc

ctcaccatca gcagecctaga

gataatcegt ggacattcgg

aaatcttetg acaaaactca

ccgtcagtct tectettecce

gaggtcacat gcgtggﬁggt
tacéﬁgéacg gcgtagaggt
agcacgtécc gtétggtcag
gagtacaagt écaaggtdtc
aaagccaaag ggcagccccyg
ctgaccaaga accaggtcag

gecegtggagt gggaQASCaa

ctggactceg acggetectt

cagcagggga acgtcttctce

cagaagagcc tctccetgte

86

taccaccggt

agtgaagatt

gaagcagaat'
tactacctac

cacagcctac

aagatcggtce
tggeggtgge
ﬁagcgaaatt
caécctcﬁcc
accﬁégccég
agccaggttc

gcctgaagat

ccaagggacc'

cacatctcca
éccaaaaccc
ggadgtgagc
gcétagtgcc
bgtcctcacc
caaéaaagcé
agaaccacég
cctgacctge
tgggcagcég

cttcectetac

atgctcececgtg

tcegggtaaa

60
120 -
186
240
300
360
420
480
.540
soq'
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

'1500

1503



‘Met

‘Asp

Lys.

Phe
Leu
65

Asn
Sér
val

Gly

Gly
145

Val

Ala

“Trp

Glu

Thr

Pro
Thr
50

Glu
Arg

Thx

Tyr
118

Thr
130

Ser

Leu

Thr

Tyr

Ala

Thr

‘Gly

Tfp
bye
Ala
Tyr
Ser
G;y
Thr
Lég

Gln
195

Pro Ala
Gly Ala
Ala Ser

Tyr Asn

Ile Gly-

Phe Lys
85

Tyr Met
100

Cys Ala

val Thr

Gly Gly

Gln Ser
165

Ser Cys
180

Gln Lys

Gln Leu
Val Gln
val Lys

Met Asn
55

Leu

Leu

ES 2460517 T3

Phe

Gln

- 25

Ile
. 40

Trp

-Asn- —IilefAsp

70
Gly Lys

Gln Leu.

Arg Ser

val Ser
© 135

Gly Ser
150

Pro Ala

Arg Thr

Pro Gly

Ala

Lys

Val

120

Ser

Gly

Thr

Ser

Gln

200

Ser
Vval
Pro
Thr
Sef
105
Gly
Gly
Gly
Leu
Glu
185

Ala

Leu

io0

Gln

Cys

Lys

ATyr

Leu
90

Leu

Pro

Gly

Gly

Ser

170

Asn

Pro

Leu Leu Leu

Ser Gly Pro

Lys

Ala

Ser
45

Gln Asn Asn

75

Thr

Thr
Met
Giy
Gly

155

Leu

‘val

Arg

.60 -

Val
Ser
Asp

Gly

140

Ser

Ser

Tyr

Leu

87

Tyr Gly-Gly-.

Asp

Trp

Leu Pro

15

Glu
30

Gly

Gly

Thx

Lys

Glu
Tyr
125
Ser
Ala
Pro

Ser

Leu
205

Asp
110

Trp
ély
Ser
aly

Tyr
190

,ile

Ser Glu
TyrvSef
Lys Ser

Thr Tyxr
80

Ser Ser
95 '

Ser Ala
Gly Gln
Gly Gly
Glu‘Iiéi

160

Glu Arg
175 -

Leu Ala

Tyxr Phe



ES 2460517 T3

Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly.
210 T 215 : 220

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp
225 | 230 ' ) o 235 240

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His His Ser Asp Asn Pro Trp Thr Phe
245 ' 250 . . 255°

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Ser Ser Glu Pro Lys Ser
. 260 . 265 . 270

Sexr Asp Lys'Thr His Thr Ser Pro Pro Cyé Pro Ala Pro Glu Leu Leu
275 : 280 . : 285

s

Gly Gly Pro Ser Vél(Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
290 295 . 300 )

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr”Cys-Val Val Val Asp Val Ser
305 ' 310 ‘ 315 . o - 320

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
: 325 330 .7 a3s

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro-Arg Glu Glu Gln'Tyr.Asn ser Thr
340" 345 - 350

Tyr Arg Val val Ser vVal Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
- 355 ’ 360 : » 365 |

Gly Lys 'Glu Tyr Lys Cys Lys Val- Ser Asn Lys Ala Leﬁ Pro Aia Pro
370 ' 375 : ‘ 380

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys:Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
385 ' : 390 . 395 o 400.

val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
) : 405 : 410 . 415 ..

Ser‘Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile RAla val’
© . 420 : _ 425 : . 430

Gly Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyf Lys Thr Thr Pro
. 440 i 445 - .

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Setr Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
© 450 - 455 460

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
465 . ’ 470 : 475 480

Met His Glu Ala Leu'His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
485 - o 490 ) 495

Ser Pro Gly Lys -
: 500
<210> 25
88



10

15

20

<211> 1488
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 25

atggattttc
.agaégagtcg
agaéccaccc
cagaaacctg
attccage¢ca
ctagagécté
ttcggccaég
9989gaggty,
ggcgcttcag
aac£gggtga
tétggtggta
tcctecagea
£a¢tgtgcaa
tcctcgagcél
gaactcctgg
atctececegga
gtcaagtﬁCa
‘gaggagcagt
tggctgaatg
gagaéaacéa
ccatcccggg
tatccaagfg
accacgccte
gacaagaéca

cacaaccact

<210> 26
<211> 495
<212> PRT

aagtgcagat tttqagcttc
éaattgﬁgtt gacacagtct
tctectgeecg aacaagtgaa
gccaggctee taggctecte
égttcagtég cagtégatcé
aagattttgc agtttattac

ggaccaaggt ggaaatcaaa

gagctagegé ‘ggtccagetg”

tgaagatttc ctgcaaggcet
agcagaataa tégaaagagc
ctacctaqaa écggaagttc
cagcctacat gcagcﬁcaag
gateggtegg ccctatggac
agcccaaaté.ttctgacaaa

gtggaccgtc agtcttectc

cccctgaggt cacatgcgtg:

actggtacgt ggacggcgtg
acaacagcac gtaccgtgtg

gcaaggagta caagtgcaag

tctccaaagc caaagggcég

atgagctgac caagaaccag
acatcgccgt ggagtgggag
ccgtgétgga ctccgacggc
ggtggcagca-ggggaacgtc

aéacgcagaa gagcctctce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 26

ES 2460517 T3

ctgctaatca
ccagccacce
aatgtttaca
atctattttg
gggacagact
tgtcdacatc
ggtggcggtg
cagcagtctg
tctggttact
cttgagtgga
aagggcaagg
agtctgac&t
tactggggﬁc
actcacacat
ttccecccaa
gtggtggaég
gaggtgcata
gtecagecgtece
gtctccaaca
cdtcegagaac

gtcagcctga

agcaatgggc agccggagaa caactacaag
‘tccttettee tctacagcaa gctcacegtg

ttdtcatgct ccgtgatgca tgaggctctg

ctgteteegy

89

gtgcttecagt

tgtctttgte

'gétacttagc

caaaaacctt

tcactcteac

attccgataa

gctcgggcgg

gacctgagtc

cattcactgg

ttggaaatat
ccacattgac
ctgaggactce

aaggaacctce

ctccaccgtyg

aactcaagga
tgagccacga

atgccaagac

'tcaccgtcct

aagccctccce

cacaggtgta

cctgectggt

gtaaatga

cataattgcce
tccaggegaa
ctggtaccaa

agcagaagga

catcagcagce

tecgtggaca,

tggtggatct

ggaaaagcct -

ctacaatatg

tgatccttat
tgtagacaaa
ggcagtctat
agtcaccgtc
ccqagcaccf
caccctcatg
agaccctgag

aaagccgegy

gcaccaggac

agcccceccatce

caccctgecee .

caaaggcttc

60
120 .
180
240
300
360 .
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
-i3so
1440

1488



Met
.Va;

Thr

Ser_

Gln

65—

Ile

' Thr
His
Ile
Ala

145

Gly

Asp
Ile
Leu
Glu
50 -
Ala
Pro
Ilg
His
Lys
130
Ser’

Ala

Phe
Iie
Ser
35

Asn

Pro

Ala

Ser

‘Ser

115

Gly

Ala

Ser

Gln
Ala
20

Leu

val

Arg

Arg

ser
100

Asp

Gly
Val

Val

Leu
- - 70

val

Arg

Ser

" Tyr

Phe
85

Leu

Asn

Gly

Gln

Lys

Gln

Gly

Pro
Ser
Leu
ng
Glu
Pro

Leu
150

Ile-

165

Ile
Val

Gly

Tyr
‘55

Ilg
Gly
Pro
Trp

Ser

135

Gln

Ser

ES 2460517 T3

Phe

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
-120

Gly
Gln

Cys

Ser
Ile
25

Arg
Ala
Phe

Gly

‘Aép

105

Phe

Gly

Ser

Lys.

Phe
10

val
Ala
Trp
Ala
Ser
90

Phe
Gly
Gly

Gly

Ala
170

Leu Leu.

Leu Thr

Thr Leu
.45

'

Tyr Gln
60

Lys Thr
75 @ T

Gly Thr

Ala Vval
Gln Gly

Gly Ser
140

Pro Glu
155

Sé;ley

90

Ile

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

TYr

Thr
125

Gly

Ser

Tyr

Ser

Ser
30

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr
110

Lys'

Gly’

Glu

Ser.

Ala
.15,

Pro

Axrg

Pro

clu

Thr
95

Cys’

val

Gly
Lys

Phe
175

Se?
Ala
Thr
Gly
Glx
Leu
Gln
Glu‘

Gly

Pro
160

Thr



iy
Trp
Lys
Ala
,225
Tyr
~Ser
Thr
Phe

Pro

Tyxr Asn

Ile Gly.

195

Phe Lys
210

Tyr Met

Cys Ala

val Thr

Ser Pro
275

Leu Phe
290

Glu val

305

“val
fhr
val
Cys
Ser
385

Pro

Val

Lys Phe

-LysbPro

N

Leu Thr

Met

180

Asn

Gly

Gln

Arg

Val
260

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
340

val

355

Lys Val

370

Lys Ala

Sexr Axg

A

Lys Gly

Ser

Lys

Asp

Phe
420

Asn Trp
Ile Asp

ﬁys'Ala

Leu Lys.

230
Ser Val
245
Ser‘Ser
Cys Pro

Pro. Lys

Cys Val
310

'hﬂﬁ Tyf

325
Glu Glu
Leu His
Asn Lys

Gly Gln

©390.

Glu Leu
405

Tyr Pro

val

Pro

Lys

Tyr

© 200

Thr
215
Ser
Gly
Ser
Ala

Pro
295

‘Val

Vai

Gln

‘Gln

Ala

375

Pro

Thr

Ser

Leu

Leu

Pro

Glu

ES 2460517 T3

Gln

Asn

185 -

fyr
Thr
Thr
Met

Pro

' 265

Pro
280
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
360

Leu

Arg

Lys

Asp

Glu

.Asp

Asp

‘aly

Asn
345

Trp

Pro.

Glu

Asn

Ile
425

Gly

val

Serx

Asp

250

.Lys
Leu
hr
val
val
330

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

410

Ala

‘Asn
Gly
Asp
Glu
235
Tyr
Ser
Leu

Leu

Sexr

Glﬁm

Thr

Asn

Pro

Gln

Gly

Thr

Lys
220

Asp .

Trp

Ser

Gly‘

Met
300

His

1315 .

vVal

Tyr

ely

Ile

380

val

395

val

Val

91

Ser

Glu

Lys

Thr

205 -

Ser

Ser

Gly

Asp

Gly

285

Ile

Glu

Arg

Lys

365

Giu

Tyx

Leu

Trp

Ser’

190

Tyr
Ser
Ala

Gln

Leu Glu
Asn Arg

Ser Thr

‘Val Tyr .

240

Gly Thr .

. 255

Lys-

270
Pro
Ser
Asp
Asn
val
350
Glu
Lys
Thr
Thr

Glu
430

Thx His
Ser Vval

Arg Thr

Pro Glu
320

335

Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro
400

Cys Leu

415

Ser Asn

‘Ala Lys



10

Gly Gln Pro
435

Asp Gly Ser
450

Trp Gln Gln
465

His Asn His

<210> 27
<211> 1503
<212> ADN

Glu Asn
-Phe Phe

Gly Asn

Asn Tyr

Leu Tyr

455

Val Phe

470 -

‘Tyxr Thr
' 485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 27

atggaagcac
gcggtécagc
tcctgecaagg
aatggaaaga
aaccggaagt
atgeagctea
géccctatgg
tcgggeggty
gtgttgacac
tgccgaasaa
gctcctagge
agtggCagtg-
tttgéagttt
aaggtggéaa
cégﬁgcc;ag
aaggacaécc
cacgaagacc
éagacaaagc

gtcctgeacc

cagcgeaget

tgcagcagtc

cttctggtta

gcecttgagtg

tcaagggcaa.

agagtctgac
actactgggg
9t999t9999

agtctccagc

»gtgaaaatét

tcctcatcta

gatccgggac

attactgtca,

tcaaaggctc
caéctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgegggagga

aggactggct’

ES 2460517 T3

Lys Thr Thr
440
Ser Lys Leu

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

Pro

Thr

val

Pro

val
460

Met

475 .

Leu

Ser

Val Leu Asp
445
Asp Lys Ser

His Glu Ala

Pro Giy Lys

Ser .

Arg

Leu>

480

Gln Lys

tetettecte
tggacctgag
ctcattcacf
gattggaéat

ggccacattg

atctgaggac

tcaaggaacc
tggcggegga
caccctgtct
ttacagctaé
ttttécaaaa
agacttcact
acatcattcc
gagcgagccc
cctgggtgga
ccggaccccet

gttcaactgg

'gcagtacaac

gaatggcaag

490

ctgctactct
tcggaaaagé
ggctacaata
attgatcctﬁ
actgtégaca
tetgeagtet
tcagtcaccg
tcégéaggag
ftétctccag
ttagcctggt
ac¢£tagcag
cfcaccatca
gataatcegt |
aaatcttctg

ccgtcagtcet

gaggtcacat ’
§

tacgtggacg
agcacgtacc

gagtacaagt

92

495

ggctcecaga

ctggegette

tgaactgggt

aﬁtatggtgg
aatcctccag
attactgtge.
tctcttctgg
gcgggagtgg
gcgaaagage
accaacagaa
aaggaattch
gcagcctagé
ggacattegg
acaaaactca
pcctc;tccc
gcgtgétggt
gégtggaggt
gﬁgtggtcag

gcaaggtcete

taccaccggt
agtgaagatt
gaagcaééat
tactacctac

cacagcctac

éagﬁzcggtq_._n_

tggcagtage
tagcgaaatt
caccctctee
aéctggccég
agccaégttc
gcctgaagét
ccaagggacc
cacgtgccca
cccaaéaccc
ggacgtg;gc
gcataatgcc
cgtectecace

caacaaagcc

60
120
180

240

540
600
660°
720
780
840
900
960

1020

‘1080

1140



10

ctcccagecce
gtgtacacce
'ctgétcaaag
»gagaaéaact
-agcaagctca
‘étgcatgagg
tga

<210> 28
<211> 500
<212> PRT

qcatcgagaa
tgcecccate
gecttctatece
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 28

ES 2460517 T3

aaccatctcc -aaagccaaag

cégggatgag ctgaccaaga
aagqgééatc gcdgﬁggagt>
gcectceegtg ctggactccg
gagcaggtgg cagcagggga.

ccactacacg cagaagagcc

ggcagceeeg
acdaggtcaé
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc

tctceectgte

agaaccacag

cctgacctge

tgggeageeg

cttecetctac

atgctccgtg -

tccgggtaaa

© Gly

Met Glu

Ala
1 .

‘Asp Thr Thr

Lys Pro

35
Thr
50

Phe

Leu Glu

65

Trp

Asn Arg‘Lyé

Ser Thr Ala

‘val Tyr

115

Tyr

Thr
130

Gly Sexr

Ser Gly

145

Gly

Gly

Pro Ala Gln
5

20

Ala Ser Vval

Tyr Asn Met

Ile Gly Asn

Lys Gly
85

Phe

Tyx

Gln
100 '

Met

Cys Ala Arg

Val Thr val

Gly
150

Gly Gly

Gly Ala—Val- Gln—Leu Gln

Leu Leu Phe

25

Ile Ser
40,

Lys

Asn Trp Val

Asp Pro

Ile

Lys Ala Thr

Leu
10

Gln
Cys
Lys
Tyxr

Leu

90

Lys Ser
105

Leu

vVal Gly
120 -

Ser

Ser:
135

Ser Gly

Ser Gly Gly

Leu

Pro

Gly,

Gly

Leu

Ser

Lys

Gln

Tyr

75

Thr

‘Thr

Met

Gly'

Gly
155

Leu Leu Txp

-Gly—Pro- Glu

30

Ala Ser Gly
45

Asn Asn Gly
60 '

Gly Gly Thr

Val Asp Lys

Ser Glu Asp

Asp Tyr

125

Gly
140

Ser Gly

Ser Ala ‘Sex

93

110

Leu

‘15

Ser

Tyr

Lys

Thr

Ser

95 -

Ser

Gly

Gly

Glu

Pro

Glu'

Ser
Ser

Tyr
80

Ser

Ala

Gln

Gly

Ile
160

1200

1260

1320

71380

1440

1500

1503



val’

Ala
Trp
Ala
Sex
225

Phe

Gly

ser

Gly

Met

Leu

-Thr

Tyr
Lys
210
Gly

Ala

Gln

‘Asp

.Gly

290

Ile

- 305 .

His
.Val
Tyr
‘ Gly
 Ile
385

Val

Glu

His

Arg

Lys

370

Glu

Tyr

Thr
Leu
Gln
195
Thr
Thr
vVal
Gly

Lys
275

Pro’

Ser

Asp

Asn

val

355

Glu

Lys

Thr

Gln

Ser -
180

Gln

Leu

Asp
Tyr
Thr
260
Thr
Ser
Ar?
Pro
Ala

340

val

Thr

Leu

Ser
165

Cys

Lys

Ala
Phe
Tyr
245
Lys
His
val
Thr
Glu
325

Lys

Ser

Lys .

Ile

Pro

405

Pro

Arg.

PI‘O

Giu

Thr

" 230

Cys

-Val

Thr

.Phe

Pro
310
Vval
Thr
Val
Cys
Ser
390

Pro

‘Ala

Thr
Gly
Gly
215

Leu

.Gln

Qlu

cys

Leu

ES 2460517 T3

Thr Leu Ser
170

Ser Glu Asn
185

Gln Aia Pro

200

Ile Pro Ala

Thr Ile Ser

His His Ser
250

Ile Lys Gly
265

Pro Pro Cys
280

Phe Pro Pro

295 -

Glu

Lys

Lys
Leu
Lys
375 -

Lys

Ser

Val.Thr'Cys_

-

Phe Asn Trp
330

Pro Arg Glu
345

Thr val Leu
360

Val Ser Asn

Ala Lys Gly

Leu

Val

Axrg

Arg

Ser
235
Asp

Ser

Pro

LyS

val
315
Tyr

Glu

His

Lys

Gln

395

Afg Asp Glu

410

Leu

94

Ser
Tyr
Leu
Phe
220
Leu

Asn

Ser

Ala
Pro
300
val
val

Gln

Gln

Ala

Pro Gly

Ser Tyr
190

Leu Ile.
. 205

Ser Gly

Glu Pro

Pro Trp

Glu Pro

270

Pro Glu
285

Lys Asp-

Val Asp

Asp Gly

350

Asp Trp

"365

Leu Pro

380

Pro

Thr

Arg Glu

Lys Asn

Glu
175
Leu
Tyxr

Ser

Glu

Thr

255

Lys

Leu

Thr

val

Val'

335

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
415

Arg
Ala
Phe
Gly:
Asp
240
Phe
Ser
Leu
Leu
Ser
320
Glu
Thr
Asn

Pro

Gin
400

Val



10

Ser

Glu

Pro
Val
465

‘Met

Ser

Lel
Trp
val
450

Asp

Pro

<210> 29

<211> 1479
<212> ADN

Thr
Glu
435

Leu

Lys

‘Glu

‘Gly

Cys
420
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
500

Leu
Agn
Ser
Arg

Leu
485

<213> Secuencia artificial

<220>

-Val

Gly

Asp

Trp
470

<223> TRU-016 humanizado

<400> 29

atggaagcac

gaaattgtgt

ctctectgec

ggccaggcete

aggttcagtg
gaégattttg
gggaccaagg
ggagctageg
gtgaagattt

éagcagaata

- actacctaca
acagcctaca

. agatcggtcg

gagcccaaat

. ggtggaccgt

cagcgcagcet

gaacaagtga

ctaggctecct

gcagtggatc
cagtttatta
tggaaatcaa
cggtccagct
cctgcaaggc

atggaaagag

acgggaagtt

tgcagctcaa
gccctatgga
cttcﬁgacaa

cagtcttect

ES 2460517 T3

Lys Gly

Gln Pro

440

Gly Ser

455
Gln Gln-

Asn His

tctecttecte

aaatgtttac

catctatttt
cgggacagac
ctétcaaéat
aggtggcggt

gcagcagtct

ttctggttac'

ccttgagtgyg

caagggcaag

gagtctgaca
ctactggggt
aactcacaca

ctteccceceeca

Phe
425
Glu
?he
Gly

Tyr

Tyr Pro
Asn Asn

Phe Leu

Ser

Tyr

Tyr

Asp

Lys
445

Ser

- 460

Asn Val
475

Thr Gln
490

;tgctact;t
ctgtetttgt
agctacttag
gcaaaaacct
ttcactctca

cattccgata

) r
ggctcgggceg

ggacctgagt
tcattcaqﬁg
attggaaata
gccacattga
tctgaggact
céaggaacét_
tctecacegt

aaacccaagg

95

Phe

Lys

Ser

Ser

Ile

430

Thr

Lys

Cys

Leu

ggctcccaga

Egécaggcga

cctggtacca
taécagaagg
ccatcagcag
aﬁccgtggac
gtggtggatc
cggaaaagce
gctacaatat
ttgatcctta
ctgtagacaa
ctgqagtété
cagtéaccgt
gc;cagcacc

acaccctcat

Ala val

Thr Pro

Leu:  Thr

Ser Val
480

Ser Leu

495

taccaccggt |

aagagccace
acagaaacct

aattccagee

cctagagect -

attdggccaa
tggaggaggt
tggcgcttea

gaactgggtg

‘ttatggtggt.

atccteccage
ttactgtéca
ctcctcgage
tgaactcetyg

gatctcecegg

60

‘iza...

180

240

-300

360
420
480

540

© 600

660
720.
780
840

900



10

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac gtgagccacg aagaccctga
aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat aatgcéaaga caaagccgcg
tacéacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtce ctcaccgtcc tgcaccagga
ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac aaagccctec cagcccccat
atctccaaag ccaaagggéa gccccgagaa ccacéggtgt acaccctgee
gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg acétgcctgg'tcaAaggctt
gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa
ccegtgetgg actcecgacgg ctecttette ctétacagca agctcaccgt
aggtggcagc aggggaécgt'cttctcatgc-tccgtgatgc atgaggctct
tacacgcaga agagcctctc cctgtetecg ggtaaatga
<210> 30
<211> 492
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TRU-016 humanizado
<400> 30
Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Lelu Leu Trp
1 5 10;
Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr_
o T gt T =5 i . 30
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala”Thr’Lgu Ser Cys Arg Thr Ser
35 C 40 ° 45
Val Tyr Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
‘50 . 55 60 i
Arg Leu Deu;Ile Tyr Phe Ala Lys Thr Leu Ala;Glu Gly Ile
65 ' 70 75
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 ' 90
Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His
" 100 : 105 . ' : 110
. . /
Asp Asn Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
115 120 125 :

ES 2460517 T3

96

Glu

ggtcaagttc

ggaggagcag

‘ctggctgaat'

cgagaaaacc .

ccecatccecgg
ctatccaagce
gaccacgéct

ggacaagagc

gcacaaccac

Leu Pro

15

Leu Ser_
Asn
Ala

Pro

Ala
- 80

Pro

Ile
95

Ser
Sex

His

Lys Gly

960
1020
1080

1140

1200

1260
1320
1380
144o'

1479



Gly Gly
130

Val Gln-

145

Val Lys
Met Asn

Asn Ile

Gly

Leu

Ile
Trp

Asp

© 195

Gly Lys

210

Gln Leu
225

Arg Ser-

’

val Ser

' Pro Cys .

Pro Pro
290

- Thr Cys
305

.Asn Trp

+ Arg Glu

Val Leu

Ser Asn
370

ala

Lys
val
ée;

Pro

Ser

Gln

Ser

val
180

‘Pro

'Thr

Ser

Gly

Ser

© 260

‘Ala

275

LYS
Val
Tyxr
Glu
His

Lys

Pro

val

val

Gln

Gly

Gln.

Cys
165
Lys
Tyr

Leu

Leu

Gly
Ser
150

Lys

Gln

.Tyr

Thr

Thr

Gly

Gly

135 -

Gly
Ala
Asn
Gly
val
2;5

Ser

© 230 -

Pro
245

Glu

Pro’

Lys
val
Asp
325

TYyY

340 -

Gln

1355

Ala

Asp

Leu

Met

Pro.

Glu

Asp

Asp
310

Gly

Asn

Trp

Pro

Asp
Lys
Leu
Thr
295
val
val
Ser

Leu

Ala“

375

Pro.

vSer

Asn

Gly

200°

Asp
Giu

Tyr

‘Ser

ES 2460517 T3

Ser

Glu

Gly

Gly
185
Thr
Lys
Asp
Trp

Ser

. 265

Leu
280"

Leu

Ser .

Glu

Thr

‘Asn

360

Pro

Met

Val

Tyr

- 345

Gly

Ile

Gly
Ser

Tyr
170
Lys
Thr
Ser
Ser
GIy
250

Asp

Gly Gly

Ile
Glu

His

Gly

Glu

155.

Ser

Ser

Ser

‘Ala
235

Gln

Lys

Pro

Ser

Asp

315.

Asn

330 -

Arg

Lys

Glu

val
Glu

Lys

97

Gly

140

Lyé
Phe

Leu

Asn

Sexr
220

‘Val

Gly

Thr

Set val’

Gly

‘Pro

Thr

Glu

Arg

205

Thxr

Tyr

Thr

Ser

‘Ala

aly

Gly

Trp

190

Lys

Ala

Tyr

iThr

270

285

Arg
300

Pro

Ala

Val

Tyx

Thr

380

Thg
Glu
Lys
Ser
Lys
365

Ile

‘Phe

‘Pro

val

Thr

Ser
Ala

Tyr

175

Ile

Phe‘

Tyr
Cys

val

255-

Ser

‘Leu’

Glu

Lys

Lys

. 335

val,

"350

Cys

Ser

Leu

Lys

Lys

Ala
Ser
160
Asn
Gly
Lys
Met
Ala
240

Thr

Pro

Phe
Val
Phe
320

Pro

Thr -

‘Val

Ala
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Lys Gly.

385

Asp Glu

Phe

v

Glu Asn

Gln

Leu

Pro

Asn

Pro Arg

‘Thr Lys
405

Ser
420

‘ASp

Tyr Lys

435

‘Phe

Phe
: 450

Gly

Asn
465 :

Tyr Thr
<210> 31
<211> 1479
<212> ADN

Leu

val

Gln

Tyr Ser

Phe Ser

Glu
390
Asn
Ile
Thr

Lys

Cys

Pro Gln

Gln Vval

Ala Vval

Thr Pro
440

Leu Thr

455

Ser Val’

470

Ser

Lys
: 485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 31

atggaagcac

gaaattgtgﬁ

ct;tédtgcc
ggccéggctc
aggttca;tg
gaagattttg
gggacéaagg

ggagctageg

gtgaagattt.

aagcagaata
actacctaca
acagcctaca

agatcggﬁcg

cagcgcagct
tgadacagtc
gaacaagtéa
ctaggctect
gcagtggate

cagtttatta

tggaaatcaa

cggtccagcet

‘cctgeaagge

atggaaagag

accggaagtt

tgcagctcaa

gccctatgga

Leu

Ser Leu

tc;dttcctc
tccagccace
aaatgtttac
catctéttpt
cgggacagac
ctgtcaacat.
aggtggcggt
gcagcagtct
ttctggttacl
ccttgagtgg‘
caagggcaag

gagtctgaca

‘ctactggggt

Val
Ser
Glu
425
Pro
Val

Met:

Ser

ES 2 460

Thr
395

Tyr

Leu Thr

410

Txp Glu

Val Leu
Lys

Asp

Glu
475

His

Pro
490

Gly

ctgctactct
ctgtctttgt
agctacttag'
gcaaaaacct
tteactctea
cattcecgata
ggc;cgggég
ggaccﬁgagt
tcattcactg
attggaaata
gccacattga
tctgaggabt

caaggaacct

517713

Leu Pro

Leu

Cys

Ser Asn

Pro

val

Gly

Ser Arg

400 .

Lys
415

Gly-

Gln Pro

430

Ser
445"

Asp

Ser
460 .

Arg
Leu

Ala

Lys

ggctcccaga

ctccaggcga

cctggtacca

tagcagaagg
écatcagcag
atcegtggac
gtggtggatc
cgéaaaagcc
gctacaatat
ttgatcctta
ctgtagacaa
ctgcagtcta

cagtcaccgt

98

Asp

Trp

His

Gly Ser

Gln

‘Gln

His
480

Asn

taccaccggt

aagagccacc

acagaaacct

aattccagce

cctagagect

attcggccaa

tggaggaggt

tggcgcttcé

gaactgggtg

ttatggtggt
.atcctecage

'ttactgtgca

ctectegagce

60

120

- 180

240
300
360
420
480
540
600

660

720

780
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gagcccaaat

ggtggaccgt

accécﬁgagg

aactggtacg
‘tacaacaéca
ggcaaggagt
étctccaéag
gatgagctgé
gacatcgcceg
gccgtgctgé
agggggcagc

tacacgcaga

<210> 32
<211> 492
<212> PRT

cttetgacaa

‘cagtctteet

‘tcacatgegt

tggacggcgt

égtaccgtgt.

acéagtgcaa

ccaaagggca

ccaagaacca-

tggagtggga

actécgacgg
aggggaacgt

agagcctcte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 32

Met Glu Ala

1

Asp Thr

Leu Ser

35

val Tyr

.50

Arg
65

Leu

Phe

Ser Leu

Thr

Pro

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro Ala Gln Leu

s T

20
Gly Glu
Tyr Leu
Ile Tyr
Gly Ser
85

Pro Glu
100

Gly Glu Ile
A#g
Ala
Phe
‘70

Gly .

Aép

aactcacéca
ctteccecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcegte
ggtectccaac
gccecgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctecttette
cttcfcatgé

cctgtctccg

Val Leu

Ala Thr
40

Trp

Tyr
55 .

Ala Lys
Ser

Gly

Phe Ala

Leu Phe
Thr
25

Leu
Gln
Thr
Thr

Val
105

ES 2460517 T3

tgcccaccegt
aagcécéagg
gtgagccacg
aatgécaagé
ctcaccgtce

aaagccctee

ccacaggtgt

ac¢£gcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaatga

Leu
Ser
Ser éys
Gln

Lys

Ala
.75

Leu

Asp Phe

90

Tyr Tyr

gcccageace
ac%qcctcat
aagaccctga
caaagccgcg
‘tgéadcagéa
cagcccccat
acaccctgcce
tcaaaggctt
acaac;acaa
agctcacégt

atgaggctct

\

Leu Leu

Pro Ala

30

Thr
45

Arg

Pro Gly
60

Glu Gly

Leu

Thr

‘Cys Gln

Trp Lew

Thr

Ser

-Gln

Ile

Thr

His

tgaactcctg
gatctccecgg
ggtcéagttc
ggagéagcag

ctggctgaat

cgagaaaacd

cccatccegg
ctatcéaagc
gaccadgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

“15
Leu

Glu Asn

Ala Pro

Pro Ala

Ile

Ser
95 i

His Serxr

110

99

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1479



Asp
Gly

val

145

Val
Mef
Asn
Gly
Gln

225

Arg

val

Pro

Pro

Thr
305

Asn.

Arg

- Val

Asn
Gly
130
Gln
Lys
Asn
Ile
Lys
210
Leu

Ser

Ser

‘Cys

Pro

Pro
115
Gly
Leu

Ile

Trp.

BAsp

Trp

Ser

Gln

ser.

val
180

Pro

195

Ala

Lys

val

Ser

Pro
275

Lys

290

Cys
Trp
Glu

Leu

Val

Glu

His

Thx

Ser

Gly

ser
260

Ala.

Pro
Val
val

Gln

- 340

Gln

355

Thr
Gly
Gln

Cys

165.

Lys
Tyr
Leu
Leu
Pro

245

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

325

Tyr

Asp

Phe Gly

Gly Gly
135

Ser Gly
150

Lys Ala
Gln Asn

Tyr Gly~

Thr Vval
215

Thr Ser
230

Met Asp

‘Pro Lys

Glu Leu

.Asp Thr

295

Asp Val
310
Giy Val

Asn Ser

Trp Leu

Gln
120
Gly
Pro
Ser
Asn
Gly
200
Asp
Glu

Tyr

Ser

Leu

280

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
360

ES 2460517 T3

Gly

Ser

Glu

sly

Thr

Gly

Ser

TYyY

- 170

Gly

Lys

185" .

Thr
Lys
Asp
Trp
Sor
.265.
Gly
Met
His

Val

TyY
345

Gly

Thr

Ser
Ser

Gly
250

Asp

Gly

Ile
Glu
His
330

Arg

Lys

Lys Val

Gly Gly
- 140

Glu Lys
;55

Ser Phe
Ser Leu
Tyr Asn
Sexr Serxr

220

Ala val

‘235

Gln Gly
Lys Thr
Pro Ser

Ser Arg.
300

Asp Pro
315

Asn Ala

val val'

Glu Tyr

100

Glu
125

Gly

Pro

Thr

Glu

Arg
205

Thx

Tyr

Thr

His

val
285
Thr
Glu
Lys
Sér

Lys

365

Ile

Ala

Gly-

Gly
Trp
190
Lys
Ala

Tyr

Ser

Thr
270

Phe
Pro
val
Thr
val

350

Cys

Lys

Ser

Ala

Tyr

175

Ile
Phe
Tyf
Cgs

Val

Gly

Ala

Ser

160

Asn

Gly

Lys

Met

Ala

240

Thr

255

oys

Leu
Glu
Lys
Lys
335

Leu’

Lys

Pro

Phe

val
Phe
320
Pro

Thr

Val
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Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
370 : 375 .

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr

385 ' 390 . ‘ 395 .

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
- . 405 - 410

Phe Tyf Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

. 420 425 - :
‘Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
. 435 440 -

Phe Phe‘LeulTyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
450 . . 455 -

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

465 470 - 475

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser.Pro Gly

S 485 490

<210> 33

<211> 1479

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 33

atggaagcac cagcgcagct tctcttecte ctgetactet

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtcttpét

ctctcctgcc gaacaagtgé aaatgﬁttac agctacttag

ggccaggctce ctaggctéc; catctatttt gcaaaaacct

aggttcagtg gcagtggatc cgggacagac ttcactctca

gaégattttg-cagtttatta ctgtcaacat cattccgata

gggaccaégg tggaaatcaa aggtggcggt.ggctcgggcg

ggagctagce aggtgcaget ggtggagtet ggtggaggeg

ctgagactct cctgtgcagc ctctggattc accttcagtg

égccagatgc écgggaaagg cctggagtgg atgggcaata

actacctaca accggaagtt caagggccag gtcactatéﬁ

ES 2460517 T3

Thr

Ile Serxr

380

Leu Pro Pro

Cys Leu Val

Ser Asn Gly

430

Asp Ser
.. 445

Ser Arg

460

Trp

Ala Leu His

Lys

ggcteccaga
ctcecaggega
cctggtacca

tagcagaagg

ccatcagcag

atcegtggac
gtggtggatc
tggﬁccagcc
gctacaatat
ttgatcctta

ccgeccgacaa

101

Asp

Lys Ala .

Ser Arg

400

Lys
415

Gly -
Gln Pro
Gly Ser
Gln

Gln

His
480

Asn

taccaccggt -

aagagccacce

acagaaacct

aattccagcc

cctagagect

attcggccaa |
tggaggaggt.
Egggaggtcc‘
.gaactgggtc

ttatggtggt

gtccatcage

60
120
180
240

300

. 360

420
480

540

600

660
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accgcct?cc
cgctcagtcg
gagcccaaat
ggtggaccgt
acccctgagg
aactggtgcg
tacaacagca
ggcaaggagt

atcteccaaag

'gatgagctga_

‘gécatcgccg
" ccegtgetgg
aggtggcage
tacacgcéga

<210> 34
<211> 492
<212> PRT

tgcaatggag
gécctatgga
cttctgacaa
cagtcttect
tcécatgcgt
tggacggcgt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagcctete

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 34
Met Glu Ala
1

Asp Thr Thr

Pro
35

Leu Ser

Tyr Ser

50

Val

Arg Leu Leu

Arg Phe Ser

Pro Ala Gln

Gly
20

GlulIle

Gly Glu Arg

Tyr Leu Ala

Ile Tyr

Gly Ser Gly

"Phe.

ES 2460517 T3

cagcctgaag
ctactggggce

aactcacaca

cttececeeca

ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gccecgagaa

ggtcagqctg

.gagcaatggg

ctcecttette,

cttctcatgce

cctgteteeg

Leu Leu

Val Leu

25

Ala Thr

40 -

“Tyr
55

Ala Lys

Ser Gly

Phe
Thr
Leu.
éin
Thxr

Thr

gcetcggaca
cgcgécaccc
tgccéaccgt
aaacccaagg
gtgagccécg
aatgcqaagg
ctca;cgtcc
aaagccctcé
ccacaggtgt
acctgcctgg
éaéccggéga

ctctacagca

tccgtgatge:

ggtaaatga

Leu Leu

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

60

Leu
75

Asp Phe

90

102

Leu

Pro

Pro
Ala Glu

Thr

ccgecatgta
tggtcactgt
gcccageacce

acaccctcat

aagaccctga

caaagccgég
tgcaccagga
cagccccecat

acaccctgec

'tcaéaggctt

acaactacaa

agctcacegt

atgaggctet

Leu Trp

Thr

Ala

Thr
45

Ser
Gly Gln
Ile

Gly

Leu Thr

Leu
L¢u
éiu
Ala
.Pfo

Ile

ttactgtgca
ctcctcgage

tgaactcctg

gatcteeegg”

ggtcaagttc
ggaggagcag
cthctQaat

cgagaaaacc

cccatccegg

ctatccaage

gaccacgcect

ggacaagagc

gcacaaccac

Pro
Ser
Asn
Pro
Ala
" 80 -

Ser

95

720
780
840
900
960
1020
1080

1140

" 1200
1260

‘1320

1380 .
1440

1479



.Ser
Asp
Gly
Val
145

Leu

‘Met

- Asn

Gly
Gln
225 -
" Arg
Val
. Pro;
Pro
Thr
305

Asn

Leu Glu

Asn Pro
115

.Gly Gly

130

Gln Leu
Arg Leu
Aén Trp
iie Asg

195

Gln Val
210

Trp Ser -
ééf‘vél
Ser Sef
CYs Pro

275

Pro Lys
290 ‘

Cys Val
Trp Tyr

Glu Giu

Pro
100
Trp
Ser
Val
Ser
val
180
Pro

Thr

Ser

Gly

Ser
260
Ala
Pro
Val

val

Gln
340

Glu
Thx
aly
Glu

Cys’

Asp

Phe

‘Gly

Ser

150

Ala

165 -

Arg
Tyx
Ile

Leu

'556'

245

Glu

Pro

Lys

Val

Asp
325

Tyr

Gln
Tyr
Ser
Lys
230
Met
Pro
Glu
Asp
Asp
310

Gly

Asn

Phe
Gly
Gly
135
Gly
Ala

Met

Gly

Ala

Gln

ES 2460517 T3

Val
105

Gly

120

Gly

Gly

Ser

Pro-

Gly

. 200

Ala
215

Ala

Asp
Lys
Leu
Thr
295
Val

val

Ser

Asp
ser
Tyr
Ser
Leu
280
Leu
Ser
Giu

Thr

‘Ser
Gly
Gly
Gly
185
Thx

.Lys
Asp
Trp

Ser
265

Gly.

Met
His
val

Tyr

345 -

Tyr

Thr

Gly

Val
Phe
170
Lys
Thr

Ser

Thr

Gly

250

Asp

Gly

Ile

Glu

His

330

Arg

Tyr
Lys
Gly
Val
155

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala
235

Arg

Lys

Pro

Ser

Asp

Cys

lVal

Gly
140

Gln

Phe
Leu
Asn

Ser

220

Met

Giy

Thr ]

Ser

Arg
300

Pro

315

Asn

val

103

‘Ala

Vai

Gln
Glu
125
Gly

Pro

Ser

.Glu
. 190

Arg
205

ThrA

Tyr

Thr

val

His His
110
Ile Lys
Ala Ser
Gly Arg
Gly Tyr
175
Trp Met
Lys Phe

Ala Tyr

Tyr Cys

Ser

G%y

Gln

Ser
160

Asn

Gly

Lys

Leu

Ala

- 240

Léu_Val
’ 255

. Thr Cys

270

Phe Leu

285

Thr

Glu

-Lys

Ser

Pro Glu
Val Lys

Thr- Lys
: 335

val Leu
350

Tﬁr

Pro

Phe

Val

Phe
320

Pro}

Thr
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val His

355

Leu

Asn Lys

370

Ser’

Lys Gly

Gln
385 :

Asp Glu Leu

Phe Tyr Pro

Glu Asn'

435

Phe Phg Leu

450

Gly Val

Asn
465 ’

Tyr Thr Gln

<210> 35
<211> 1479
<212> ADN

Asn

Gln Asp

Ala Leu
Arg

Pro

Lys'
405

Thr

Ser Asp

420

Tyr Lys

Tyr Ser
Ser

Phe

Ser
485

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 35

atggaagcac
gaaattgtgt
ctctcétgcc
ggécaggctc
aggttcadtg
gaagattttg
ggéaccaagg
ggagctagcc

ctgagactct

cagecgcagcet
tgacacagtc
gaacaagtga
ctaggectecct
gcagtggatc
cagttgatta
tggaaatcaa
aggtgcégct

cctgtgecage

Trp
Pro
Glu

‘390

Asn

Ile

Lys

Cys
470

Leu

:Leu Asn

360

Ala’
375

Pro

Pro Gln

Gln val

Ala Val

- Thr Pro

440

Leu Thr
455 -

‘Val

Ser Leu

tectcttecte
tccagccacce
aaatgtttac

catctatttt

cgggacagac

ctgtcaacat

aggtggcggt
ggtggagtet

ctctggatte

Gly .
Ile
Val
Ser
‘Glu
425
Pro
val

Met

Ser

ES 24605

Lys Glu

Glu Lys

Tyxr

Thx

17 T3

Lys
365

Cys

Ile Ser

380

‘Thr
395

Tyx

Leu Thr

410

Trp'Glﬁ

Val

Leu

Asp Lys

Leu
CYSI
Sgr
Asp

Ser Arg

Pro Pro

Leu Val

Asn Gly

430

Ser
445

Asp

Trp

460

Glu
475

His

Pro Gly
490 .

ctgctactcet
ctgtctttgt
agctacttag
gcaaéaadct
ttcactctca
cattccgata
ggctcgggceg,
ggtggaggég

accttcagtg’

104

Ala

Leu His

Lys

ggctcccaga
ctccaggcega
cctggtacca
tagcagaagg
écétcagcag
épccgtggac
gtggtggatc
tggteccagce

gctacaatat

¢

Lys Val

Ala

Lys

Arg
400

Ser

Lys
415

Gly
Gln Pro
Gly Ser
Gin

Gln

His
480

Asn

taccaccggt

aagagccacc

acagaaacct

aattccagce
cctégagcct

attcggccaa

tggaggaggt

tgggaggtce

gaactgggte

60

120

180

240

300

360

420

480

‘540
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cgcecagatgce
actacctaca
accgcctace
cgcetcagtcg
gagcccagat
ggtggaccgt
adeectgagg
aéctggtaég

tacaacagca

ggcaaggagt ~acaagtgcaa

atctccaaag
gatgagctga
gaéatcgccg
cccgtgctgg
aggtggcage

tacacgcaga

<210> 36
<211> 492
<212> PRT

ccgggaaagg
accggaagtt
tgéaatggég
gccctatgga
cttctgacaa
cagtcttecct
téécatgcgt
tggacggcgt

cgtaccgtgt

dcaaagggca
ccaagaacca
tggagtégga
actchacég
agggéaaCQt

égagéctctc

<213> Secuencia artificial

<220>

cctggagtgg
cagcétgaag

aactcacaca
cttccécéca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcéécctg
gagcaatggg
ctccttcttc
cttéﬁda£gc

cctgtectecg

<223> TRU-016 humanizado

<400> 36

Met Glu Ala
1

Asp Thr Thr

Pro
35

Leﬁ Ser

Val Tyr Ser

50

Arg Leu
65

Leu

"Pro Ala

Gly Glu

20

Gly Glu

Tyr Leu

Ile

Tyr

Gln Leu Leu

Ile Val Leu

Arg Ala Thr

40

Ala Trp

Tyr
55 . .

Phe Ala Lys

70

caagggccag

ctactggggce

Thr

ES 2460517 T3

atgggcaata
gtcactatgt
gcctcggaca
cgcggcaccc

tgcccaccegt

‘aaacccaagdg’

gtgagccacg

aatgccaaga

ctcaccecgtec
aaagccétcc
qcaé#ggtét
‘acctgcctgg
cagccggéga
dtetacagca
tgcgtéatgc

ggtaaatga

Phe
10
Thr

Leu

Gln

75

Leu Leu Leu Leu
Gln*Se? Pro
Ser Cys Arg
Gln Lys Pro

Leu Ala Glu

ttgatcctta
ccgccgacéa
ccgecatgta
tggtcactgt

gceoccageacce

acaccctcat

aagaécétga
caaagccgcyg
tqcaccégga
cagcccccat
acaccctgéc
tcaaaggétt
acaactacaa
agctcaccgt

atgéggctct

Ala

Thr
45

Gly
‘60

Gly

105

Trp Leu
Thr Leu
30

Gih Ala

Ile Pro

ttatggtggt

gtédatcagc
ttactgtgca
ctcctegage

tgaactcctg

gatctccegg

ggtcaagtte

ggaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcecegg
ctatccéagc
gaccacgcect
ggacaagagc

gcacaaccac

Pro
15

Ser

Ser Glu Asn

Pro

Ala

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
izso
1320
11380°
1440

1479



Arg

Ser_

Asp

Gly

val «

145

Leu

Met

Asn

Gly

Phe

Leu

Asn

Gly

Ser

tGlu

Pro
115

Gly

130

Arg

Asn’

Ile

Gln

.210

‘Gln T

225
Arg
val
PI'O.
Pro
Thr

305

Asn

Ser

Ser

cys

Pro
290

Cys

Txp

Leu
Leu
Trp
Asp

195

val

ser

val
Ser
Pro
275
Lyé

val

Tyr’

Gly

Pro

100"

“Trp

Ser.

val
Ser
Val
180
Pro
Thr
ser
Gly
Ser
260
Ala
Pro

val

Val

‘Leu

Ser

85

Glu

Thx

Gly

Glu

Gly
Asp
Phe
cly

Ser

150

Cys
Arg
5%

Ile

Pro
245
Glu
Pro
Lys
val

Asp
325

Ala

‘165

Gln

Ser
Lys
230
Met
Pro.

Glu

Asp

Asp

310

Gly

Ser
Phe
Gly
aly
135

Gly

Ala

Met‘

Gly
Alé
215
Ala

Asp

Lys

Leu’

Thr
295

Val

val

Gly
Ala
Gln
120
Gly
Gly
Ser

Pro

Gly
200

Asp

Tyr

Ser

Leu
280
Leu

Ser

Glu

ES 2460517 T3

Thr
Val
105
Gly
Ser
Gly
Gly
Gly
185
Thr

Lys

ser Asp

Ser
265

Gly

Met

His

val

Asp Phe
20

Tyr Tyr
Thr Lys
Gly Gly

val val
155

Phe Thr
170

Lys Gly
Thr Tyr
Ser Ile
Thr Ala
235
Gly Arg
250
Asp Lys
Gly Pro
Ile Ser
Glu Asp
« - 315

His Asn

‘330

Thr

Cys

Val

Leu

Gln

Glu

125

Gly
140
Gln
Phe
Leu
Asn
Ser
220
Met.
Gly
Thr
Ser
Arg
‘300

Pro

Ala

106

Gly

Pro

Ser

Glu

Arg
205

Thr
Tyr
Thr
His
Val
285
Thr

Glu

Lys

Thr Ile Ser -
95

His His Ser
110

Ile Lys Gly

Ala Ser Gln

Giy Arg Ser
. 160

Gly Tyr Asn

175

Trp Met Gly
190

Lys Phe Lys
Ala Tyr Leu

Tyr Cys Ala
240

Leu Val Thr
255

Thr Ser Pro . -

270

Phe Leu Phe
Pro Glu Val

Val Lys Phe
320

Thr Lys Pro
335 -
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Arg .Glu Glu

Gln Tyr

340

Val Leu His

Gln Aép

355 °

Asn
370

Ser

Lys Gln

385

Gly

Asp Glu Leu

Phe Tyr Pro

Glu Asn

435

Asn

Phe Phe

450

Gly Asn Val
465
Thr

TYY Gln

<210> 37
<211> 1476
<212> ADN

Lys

Leu

Ala Leu

Pro Arg

Thr Lys

405

Ser
- 420

Asp
Tyr Lys
Ser

Tyr

Phe Ser

Asn
Trp
Pro
Glu
390
Asn.
Ile
Thr

Lys

Cys

Ser Thr

Tyr

ES 2460517 T3

Arg Val

345

Leu Asn

360

Ala Prd
375

Pro .Gln

Gln

val

Ala val

.Gly

Ile

val

Ser

Glu

Lys Glu

Glu

Lys

Thr’
'395

Tyr

Leu Thr

. 410

Trp Glu

425

Pro

Thr
: 440

Leu Thr

455

Ser Val

470

‘Lys Ser
485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 37
atggaagcac
gaaattgtgt

ctctcctgee

ggccaggctce

aggtécagtg
gaagattttg’

gggaccaagg

cagqgcagct
tgacacagtc
gaacaégtga
ctaggctcét
gcagtggétc
cagtttatta

tggaaatcaa

Leu Ser

Leu’

tctettecte

tccagccacc

aaatgtttac

catctatttt
cgggacagac
ctgtcaacat

aggtggcggt

Pro

val

Met

Ser”

Val Leu

Asp

Lys

Glu
475

His

Pro
490

Gly

ctgctactct
ctgtetttgt

aggtacttag

gcaaaaacct.

ttcactctca
cattccgata

ggctcgggeg

val
Tyr
Thr
380
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
460
Ala

Ser Vval

350 .

Lys
365

Cys

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val

Asn Gly
430

Ser
445

Asp

Arg

Leu His

ggctcecaga
cteccaggega
cctggtacca

tagcagaagg

ccatcagcag‘

atccgtggac

gtggtggatc

107

Trp

Asn

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala -

Ser Arg
- 400

Lys Gly
415

Gln Pro

Gly. ser -

Gln Gln

His
480

taccaccggt
aagagccacc
acagéaacdt
aattccagcc
cctagagcect

attcggccaa

tggaggaggt

60
120
180
240

300

‘360

420
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QQQQCta?Cg
ctgagactcﬁ
cgdcagatgc
actacctaca
accgcctace
cgctcagteg
gagcccaaat
ggtggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
Facaacagca
ggcaaggaét
atétccaaag
gatgagctga
gacatcgecg
cccgtgctgé
agétggcagc

tacacgcaga

<210> 38
<211> 492
<212> PRT

aggtgcagct
éctgtgcagc
ccgggaaagé
accggaagtt
tgcaatggaQ
gccctatgga
cttctgacaa
éagtcttcét
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
thagtggga
ac;ccgacgg

aggggaacgt

agagcctcte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 38

Met Glu Ala

1

Asp Thr Thr

Leu Ser Pro

35

Val Tyr Ser

50 -

Pro Ala
52

.

Gly Glu
20

Gly Glu

Tyx Leu-Alé:Trp

Gln Leu

Ile Val

Arg Ala

ggtggagtct
ctctggattc
cctgg#gtgg
caagggccag
cagcctgaag
ctéctggggd
aaqtcécaca

cttececcececa

ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtce
ggﬁctccaac~
gccccgagaa
gggcagcctg

gagcaatggg

ctcettette

cttctcatge

cetgtetecyg

Leu

Leu

Phe

Thr

ES 2460517 T3

ggtggaggcet
accttcégﬁg
aﬁgggcaata
gtcactatct
gcctéggaca
cgcgécaccc
tctecacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcacegtee

aaagccectcce

ccacaggtgt

acctgcctgg
cagceggaga
c£ctacagca
tcecgtgatge

ggtaaa

Leu Leu

Gln

25

Thr

Tyx
-55

Leu

Gln

Ser Cys

Gln Lys

Sgr

tggtccagcece
gctgcaatat
ttgatcctta
ccgecgacaa
ccgcéatgta
tggtcactgt
gécCagcacc
acaccctecat

aagaccctga

caaagccgeg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgec

tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

Leu Leu Trp Leu

Pro Ala Thr Léu

30

Arg Thr Ser Glu

© 45,

Pro Gly Gln Ala

60

108

tggagggtce

gaactgggte

ttatggtggt

gtecatcagce
ttacfgtgcé
ctccécgagc
tgaactcctg
gatctcecegg
ggtcaagtte
égaggagcag

ctggctgaat

cgagaaaacc

cccatcecegg

ctatccaage
gaccacgcct

ggacaagagc

gcacaaccac

Pro
15
‘Ser

Ash

Pro.

480
540
600
660
720
780
840
900

960

© 1020

1080

1140

1200

1260

-1320

1380
1440

1476



Ar_g

Leu
65 i

Leu

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu

Pro
1115

Asp Asn

Gly'Gly

130

Val
145

Gln Leu

Leu Arg Leu

Met Asn

“Trp

Asn Ile Asp

Gly

Ile
Gly

Pro
100

Trp.

Ser

val.

Ser

vVal
180

Pro

195 -

‘6ly Gln val

210

' Gln
225

“Trp:

- Arg Ser Val

val Ser Ser

Pro Cys Pro

275.

Pro
290

Pro Lys

Thr
305

Cys Val

Ser

Thr
Ser
Gly

Sér
260

Ala

Pro

‘Val

Tyr

Ser
85. .

Glu’

Thr

Gly.

Glu

Cys

165

Arg

TyY

‘Ile

Leu

Pro
245

Glu.

Pro

Lys

Val

Phe

70 -

Gly

Asp

Phe

Gly

Ser

150

Ala

Gln

Tyx

Ser

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly‘

135

Gly

Ala

Met
Gly

Ala

' 215

Lys
230

‘Met

Pro

Glu

-AsSp

Asp

Ala

Asp

Lys

Leu

Thr
295

Val

310

ES 2460517 T3

Lys Thr Leu

Ala

75

Thr Asp
90

Gly

Ala Vval Tyr

105

Gln Gly Thr
120

Gly Ser Gly

Gly Gly.Leu

'Gly’ Phe
170

Ser

Gly Lys

Pro
: 1185

Gly

Thr Thr
200 '

iAsp’Lys Sef

Ser Asp Thr

Tyr Trp Gly

250 .

Ser Ser Asp

265

Leu

[ Gly Gly
280

Leu

Met Ilc

Ser His Glu

Phe

Tyr

.Lys

Gly
val
155

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala
235
Arg
Lys
Pro

Ser

Asp

315

109

Glu

Thr

Cys

Val
Gly
140
Gln
éhé
Leu
Asn
Ser
220
Met
Gly
Thr
Ser
Arg
300

Pro

Gly
Leu
Gln
Glu
125
Gly
Pro

Ser

Glu

Ile Pro'Ala
:80

Thr Ile Ser
95

’

His His Ser

-110

'

Ile Lys Gly
Ala Ser Glu

Gly Gly Ser

160

Gly Tyr Asn
175 .-

Trp Met Gly

- 190- - -

Arg
205

Thr

Tyr
Thr
His
val
285

Thr

Glu

Thr Ser’

Lys Phe Lys

Ala Tyr Leu

Ala
240

Tyr Cys

Leu Val Thr_
255 -

Pro
270

Phe Leu Phe

e

Pro Glu Val

.

Val Lys . Phe -
320
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Asn Trp

Arg Glu

Tyr

Glu

His

Val Asp

325

Gln Tyr

340

Gln Asp

355

Tyr Thr

<210> 39
<211> 1476
<212> ADN

Lys
'élnf
Leu
Pro
Asn
435
Leu
val

Glﬁ

Ala Leu

Pro Arg

Lys

Thr
408

Ser Asp
420 :
Tyr Lys

Tyr Ser

Ser

Phe’

Ser
485

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

'CYé’

ES 2 460

Val Glu Val His Asn

330

Gly

Asn Ser Thr Tyr

Arg Val
345 :

Trp Leu Asn Gly Lys Glu

360

Pro Ala
. 375

Pro Ile Glu Lys

Glu Pro Gln Val

3920

Tyr Thr
395

Gln Val Ser Leu Thr

410

Asn

Val Glu
" a2s

Ile Ala Trp Glu

/) i
Pro Pro
440

Thr Thr

Leu Thr Val
455

Lys Asp Lys

His Glu
475

Ser val Met

470

Léu Ser Pro Gly
490

Leu Ser

<223> TRU-016 humanizado

<400> 39

‘atggaagcac

gaaattgtgt
ctetectgee
ggccaggcte

aggttcagtg

cagcgcagct
tgacacagtc
gaacaagtga
ctaggetecet

gcagtggatc

tctcttcctce ctgectactet
tccagecace ctgtetttgt
aaafgtttac agctacttag
catctatttt gcaaaaacét

cgggaéagac ttcactctca

11

Val Leu

517713

Ala Lys

val Ser

Thr

val

Lys Pro

335

Leu Thr

350

Tyxr Lys
365

Thr

Ile
380 :

Leu Pro
Leu

Cys

Ser Asn

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Lys val

Lys Ala

Ser
©400.

Lys
415

Gly

Gln Pro

430

Ser
445

Asp

Ser
460

Arg

‘Ala Leu’

Lys

ggctcccaga
ctccagécga
cctégtacda
tagcagaagg

ccatcagcag

0

Asp
Trp

His

Gly Ser

Gln

Gin

Asn
- 480

taccaccggt

aagagccacc

acagaaacct

aattccagee

cctagagcect

Arg

His

60
120
180
240

300
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gaagattttg
ggéaccaagg
ggggctageg
ctgagaﬁtct
cgccagatgce
actacctaca
accgcetace
Cgctéagtég
gagcccaa;t
ggtggaccgt
acccctgégé
aactggﬁacg
tacaacégca
gééaaégagt
atctc?aaag
gatgagctga
gaéatcéccg
CCCétgctgg
aggtggcage

tacacgcaga

<210> 40
<211> 492
<212> PRT

cagtttatta
tggaaatcaa
aggtgcaéct
cetgtgeage
ccgggaaagg
accggaagtt
tgéaatggag
gcectatgga
cttctgacaa
cagéctécct
tcacatgcgtv
tggacégcgt
cgtaccgtg£'
acaagtgcaa
ccaaagggca
céaaga;;;;‘
thathSSa
actccgacgg
agggégécgﬁ

agégcctctc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 40

1

Asp Thr Thr Gly Glu I

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser Glu

35

5

20

le val Leu

ctgtcaacat
aggtggcggt
ggtggagtct
ctctggattc
cctggagtgg
caagggccag
cagcctgaag
ctactgggge
aactcacaca
cttcecceca
ggtggtggac.
ggagétgcat
ggtcaécgtci
ggtctccaac
gccccgagaa
ggteagecty
gagcaatggg

ctecttctte

‘cttctcatge

cetgtetecyg

40

ES 2460517 T3

cattccgata atccgtggac
ggctegggeg gtggtggate
ggtggaégct tggtcéaéqc
acctﬁcagtg.gctacéatat
atgggcaata ttgatcctta
gtcact;tct ccgccgacaa
gcctcggaca‘cégccatgfa
cgéggcaécc tggtcactgt
tgcccaccgt geccageace
aaacccaagg acacccteat
gtgagccacg aagaccctga
aatgccaaga caaagcégcg
ctcaccgtee tgcaccagga
aaagccctee cagcccecat

céacaggtgt écaéécthCv

écctgcctggAtcaaaggctt
cagccggaga acaactacaa

ctctacagca agctcaccgt

tcegtgatge atgaggctct

ggtaaa

10

30

N 45

111

attcggceccaa
tggaggaggt 
tggagggtcc
gaactgggﬁc
ttatggtggt
gtccatcagé
ttactgtgea
ctcetegage
tgaactcctg

gatctececgg

ggtcaagtte -

ggaggageag |
ctggcﬁgaat.
cgagaaaacc
cccatccegg
ctatcéaaéél
gaccacgcct
ggacaagagé

gcacaaccac’

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Léu Trp Leu Pro

15

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
25

Asn

'1260

360

. 420

480
540
600
660

720

- 780

840
900
96Q
1020
1080
1#40

1200

1320

1380

" 1440

1476



Val

Arg
65

Arg
Ser
© Asp
Gly
val
145
Leu
Met
-~ Asm
- Gly
Gln
.228

Arg

Val

Pro

Pro

Tyr

50

Leu

Phe

Leu

Asnv

Gly

130

Gln

Arg

Asn

Ile
Gln
210
Trp
Ser
Ser
Cys

Pro
290

Ser’

Leu

Ser

G;u

Pro

115

Gly

Leu

Leu

Aép”

1?5
val
ser
Val
Ser
Pro

275

Lys

Tyxr

Ile

Gly

Pro

100

Trp

Ser

Val

Ser

Val

©180

Pro

Ser
Gly
Ser
260

Ala

‘Pro

Leu

Tyr

Ser-

85

Glu

Thr

Gly

Glu

Ala
Phe
70

Gly
Asp
Phe
Gly

Ser

Trp
585

Ala
Ser
Phe
Gly
Gly
135

Gly

- 150

Cys
165

Arg

Ile
Leu
Pro
245
Glu

Pro

Lys

Ala

Gln

Ty

Ser

Lys

230

Met
Pro
Glu

Asp

Ala

Met

Gly

Ala
215
Ala
Asp
Lys

Leu

Thr

295

Tyr
Lys
Gly
Ala
Gln
120
Gly
Gly

Ser

Pro

a1y

200

Asp

Ser

Tyx

Ser

Leu

280

Leu

ES 2460517 T3

Gln

Thr’

Thr
val
105
Gly

sSer

Gly

Gly

Giy'

185
Thr
Lys
Asp
T;p
Ser
265
Gly

Met

Gln Lys

Pro.

60

Leu Ala
75

Asp Phe
90

Tyr Tyr
Thr Lys
Gly Gly

Teu Val
155

Phe Thr.
170

Lyé Gly

Thr Tyr

Ser Ile
Thr Ala

235 .

Gly Arg
250
Asp Lys

.Gly Pro

Ile Ser

112

Glu

Thr

Cys

val

cly

140

Gln

Phe

Leu
Asn
Ser
220
Met
Gly
Thr

Ser

Arg
300

Gly

Gly

‘Leﬁ

Gln

Glu

Gln

Ile

Thr

His

Ala

Pro

Ile

95

His

110 -

Ile

125 °

Gly
Pro
Ser

Glu

Arg

205

Thr

Tyr

Thr

His

Val

285

Thr

Ala
Gly
Gly
Trp

190

Lys

‘Ala

Tyr

Léu

Thr

270

Phe

Pro

Lys
Ser
Gly
TyY
175
Met
Phe
Tyxr

Cys

Val
.255

Cyé
Leu

Glu

Pro

Ala
80

Ser

‘Ser

Gly

Glu

Ser

. 160

Asn
Gly
Lys
Leu
Ala
240
Thr -
Pro

Phe

val
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Thr
305
Asn
Arg
val

Ser

Lys
385

Asp.

Phe

Glu

Phe- Phe Leu

Gly

Glu Glu
© 340

Cys Val

Trp Tyr

Leu His

358

Asn Lys
370

‘Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Asn
435

450

Asn Val

465

Tyr

Thr Gln

<210> 41

<211> 1476
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 41

atggaagcac cagcgdcagct tctcttecte ctgctactct ggctcccaga taccaccggt
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccaéc ctgtetttgt ctccaggcga aagagccacce

-ctctcctgec gaacaagtga aaatgtttac agctacttég'cctggtécca acagaaacct

Val

Val‘

Val

Asp

© 325

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

1420

Tyx

TYyr

Phe

Lys

Tyr
Asp
Leu

Arg

Lys
405

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

485

Asp Val Ser
310 : i
Gly 'val Glu

Asn Ser Thr

Trp Leu Asn

360

Pro Ala Pro

' 375

Glu Pré Gln
390

Asn Gln Val

Ile Ala~Va1

Thr Thr Pro

440

3

Lys™ Leu Thr
455

Cys Ser Val
470

Leu Ser Leu

ES 2460517 T3

Val

Tyxr
345

Gly

Ile

Val
Ser
Glu
425

Pro

val

Met

Ser

Glu

His

330

Axrg

Lys

Glu:

Tyx

‘Leu

410

Trp

val

Pro

© 490

Asp

315

Asn

val

Glu

Lys

Thr
395

‘Thr

Glu

Leu

Lys™

‘Glu
475

Gly

Pro

Ala.

Val
Tyx
Thr
380
Leu
Ccys

Ser

Asp

Ser’

460

Ala

Lys

113

Glu’

Lys
Ser
Lys
365
Ile
Pro
Leu
Asn’

Sex
445

Arg

Leu

Val

Thr

‘Val

350
Cys
Ser
Pro
val
Gly
430

Asp

Trp

His

Lys

Phe

320

Lys
335

Leu

‘Lys

‘Lys

Ser
Lys
415

Gln

Gly

Asn

Pro .

Thr
val

Ala

Arg -

400

Gly
Pro

Ser

His

480 -

GIln Glno,

60

120

180
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ggccaggftc
aggttcagtg
Agaaégttttg
gggaccaagg
QQQQCtaSCQ
ctgagécté;

egceagatge

actacctaca

‘accgectace
cgctcagtcg
gagcccaaat

ggtggaccgt

accecctdagg

‘aactggﬁacg
tacaacagca
ggcaaggaét
‘atcﬁccaaag
. gatgagctga

“"gacatcgccg

.Cchtgctgg

‘aggtggcagd
tacacgcaga
<210> 42

<211> 492
<212> PRT

ctaggct;ct
gcagtggatc
gagtttatta
tggaaatcaa
aggtgcagcet
cc;gtgcagc
gégggéaagg

accggaagtt

tgcaatggag

gcccta;gga
cttcfgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
écaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagccetetce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 42

1

5

catctatttt
cgggécagac
ctgtcaacat
aggtggeggt
ggtggagtct
ctctggattc
¢Ct9939F99
caagggccag

cagcctgaag

N
ctactggggc

aactcacaca
cttcececcea
ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagegte

ggtctccaac

gcccegagaa

ggtcagcctg

gagcaatggg

ctecttette
cttcteatge

cctgtcteeyg

ES 2460517 T3

‘gcaaaaacct

ttcactcteca

cattcecgata

ggctegggeg

ggtggagget

accttcagtg
atgggcaaﬁa
gtcactatct

gcectcggaca

' cgcggeacee

tctececaccgt
aaacccaagg
gtgagcca;g

aatgccaaga

ctcaccgtcc.

aaagccctce
ccacaggtgt

acctgectgg

-Eagck:.g'gaga

ctctacégca
tccgtgatge

ggtaaa

10.

tagcagaagg
ccatcagcag
étccgtggac
gtggtggate
ctgthagcc
gctacaatat
ttgatcctta
ccgcegacaa
ccgceccatgta
tggtcactgt
gcécagcacc
acaccctcat
dagaccctga
caaagcegceg
tgcacéagga,
cagcccccat

acaccctgece

tcaaaggett

Aéaédﬁééaa

agctcaccgt

étgaggctct

aattccagce
cctagagect

attcggccaa

tggaggaggt

tggagggtcce

gaactgggtc

-ttatggtggt

gtccatcage

ttactgtgca

ctectegage
tgaactcctg

gatctceegg

ggtcaagtte:

ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc

ccecatecegg

ctatccaage.

gaccacgcct'

ggacaagagc

gcacaaccac

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

15

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

20

25

N

30

114

240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
‘1080
1140
1200

1260

1320

1380
1440

1476



Leu

val

Arg"

65

Arg
Ser
Asp
Gly
val
1}5

Leu

Met

Asn

Gly
Gln
225
Arg

val

Pro

Ser

TyY
50
Leu

Phe

Leu

Asn

Gly
130

Gln

Arg.

Asn
Ile

Gln

L210 -

Trp

Ser

Ser

Cysl

Pro Gly Glu

Ser Tyr Leu

Leu Ile Tyrxr

Gly Ser

Ser
: 85

Glu
100

Pro
115

Trp Thr
Gly .
Leﬁ

Ser Cys

Leu
: 165

Trp Val. Arg

180

Asp
195

Pro Tyr

val Thr Ile

Ser Ser Leu

Vai Gly Pro

245

Ser Ser Glu
260

Pro
275

Ala Pro

Pro Glu

Ser Gly4

val Glu

Arg
Ala

Phe

.70

Gly

Asp

Phe

Gly'

Ser

150

Ala
Gln
Tyr
Ser
Lys
230
Met

Pro

clu

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe
Gly
Gly
135
Gly
Ala
Met
Gly
Ala
215

Ala

Asp

Lys

Leu

Gly Thrx

ES 2460517 T3

Thr Leu Ser

40

Tyr Gln Gln

Lys Thr Leu

90

Ala Val
105

Tyx
Gln Gly Thr
120

Gly Ser Gly

Ser

Gly Gly.

Ser Gly Phe

170°

Pro Gly Lys

185

Gly'Thr
200

Thr
Asp Lys Ser
Thr

Ser Asp

Tyr Trp Gly

Asbl

Cys Arg

Lys Pro

Ala

phe Thr

TYr Cys

Lys

Giy Gly
140

val
155

Gln
Thr Phe
Gly Léu

fyr;

Asn

GluA

val

Thr
45

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
125
Gly
Pro
Sexr

Glu

Arg

205

Ile Ser

220
Ala
235

Met

Arg Gly

250-

Ser Ser Asp
265 .

Leu Gly
280

Gly

Lys

Pro Ser

115

Thr -

Thr

Tyr

Thr

His

Val
285

Gly Gly

Ser Glu Asn

Gln Ala‘P;o

Ile Pro Ala
. 80

Thr Ile Ser
95

His His Ser
110

Ile Lys Giy.

Ala Ser Glu

‘Ser
160

Gly Tyxr Asn
. 175

Trp Met Gly
190

Lys Phe Lys

Ala’Tyr Leu-

Tyr Cys Ala
240

Leu Val Thf

255

Thr Ser Pro
270

Phe Leu Phe



10

Pro Pro
290

Thr Cys
308

Asn Trp
. Arg Glu
Vai Leu
Sef Asn

370

Lys Gly
385

Asp Glu

Phe Tyrx

Phe Phe

“"Glu Asn’

Lys Pro.

Val Vval
Tyr Val
Glu Gln

340

His Gln
355

Lys Ala
Gln Pro
Leu Thx
Pro Ser

420

Leu Tyr

450

Gly Asn Val Phe

465 -

‘Tyr Thr

<210> 43
<211> 1476
<212> ADN

~Gln Lys

Asn Tyr
© 435

Lys
val
Asp
325
Tyf
Asp
Leu
Arg
Lys
405
Asp
Lys
Ser
Ser

Ser
485

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Asp
310

Gly

Asn.

Trp

Pro

Glu

390

Asn

Ile

.iﬁf.

Lys

cys
470

Leu

<223> TRU-016 humanizado

<400> 43

atggaagcac cagcgcagct tctcttcctc ctgctaetet ggeteccaga' taccaccggt

Thr
295
val
val
Ser

Leu

Ala

375

Pro
qln
A}a
Thi
Leu
455

Ser

Sér

Leu

.Ser

Glu

Thr.

Asn.

360

Pro

Gln

val

Val

Pro-

440

Thr

Val

Leu

ES 2460517 T3

Met.

Val

Tyr

Ile
Glu
His
330

Arg

345 .

Gly

Ile‘

val

Ser

Glu

425

Lys

Glu

Tyr

~Leu
410

Trp

Pro Val

val

Met

Ser

Asp

His

Pro
490

Ser Arg
300

Asp Pro

.315

Asn Ala

val val
Glu Tyr

LYs Thr
380

Thr Leu

395,
Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
460

Glu Ala

475

Gly Lys

116

“Thr

Glu

Lys

‘Ser

Lys
365
Ile

Pro

Leu

Asn

éer_
445

Arg

Leu

‘Pro

val

Thr

Val

350

Cys

Ser

Pro

val

Gly

430 -

Asp

Trp

His

Glu
Lys
Lys
335
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
415

Gln

Gly

Gln

Asn

Val
Phe
320
Pro
Thr
val

Ala

Arg

400

Gly

Pro

ser

Gln

His
480

60
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gaaattgtgt
Etctcctgcc
ggccaggcte
aggttcaétg
gaagattttg
gggacéaagg
ggggctageg
ctgég#ctct
cgécagatgc
actacctaca
éccgcctacé
éggtcagtcg
gagcccaéa;
ggtggaccgt
acccétgagg

aactggtacg

tacaacagca

'ggcaaggagt

dgéfééaéég
gatgagctga
vgacatcgccg
éccgtgctgg
‘aggtggcage
tacécgcaga
<210> 44

<211> 492
<212> PRT

tgacacagtc tccagccacce

gaacaagtga

ctaggectcet catctatttt

gcagtggatc cgggacagac

cagtttatta ctgtcaacat

tggaaatcaa aggtggeggt

aggtgcaget ggtggagtct

cctgtgecage ctectggatte

ccgggaaagg cctggagtgg

accggaagtt caagggccag

tgcaatggég cagcctgaag

gccctatgga ctactgggge

cttctgacaa aactcacaca

cagtctteoet ctteccecca

tcacatgcgﬁ ggtggtggac

tggacggcgt ggaggtgeat

cgtaccgtgt ggtcagegtc

acaagtgcaa ggtctccaac

écééééggca gccéééagaa
ccaagaacca ggtcagcctg
tggagtggga gagcaatggg
acteccgacgg ctecttette

aggggaacgt cttctcatge

agagcctcte cctgtctecg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 44

aaatgtttac

ES 2 460

517713

ctgtctttgt ctécaggcga aagagccace

agctacttag

gcaaaaacct

ttcactctca

cattcecgata
ggctegggeg
QQtQSEQQCt
accttcagtg
atgggcaafa
gtqactétcf
gcecteggaca
cgeggeacce
tgdccéccgt
aaacccaagg
gtgagcéacg
aatgccaéga
ctecacegtce
aaagccctcc
céaéaggtéﬁ'
acctgcctgg
cagqéggaga
ctctacagcé
tccgtgatg¢

ggtaaa

cctggtacca
tagcagéagg
CCAtcagcag
atccgtggac
gtggtggatc
Ctgtccégcé
gctacaatat’
ttgatcctta
ccgecgacaa
écgccatgta
tggtecactgt

gccecagecacce

‘acacccteat

aagaccectga
—
Egcaccagga
cagcccccat
acéécétgcc
'tcaaaggctt
acaactacaa
égctcaécgt

atgaggctct

acagaaacct

aattccagcce

cctagagcect

attcggccéa~

tggaggagat
tggagggtce
gaaétggétc
ttatggtggt
gtccatcagc
ttactgtgcé
ctectegage
tgaactcctg

gatctecegg

ggtcaagtte -

ggaggagcag
ctggctgaat

cgagaaaacc

cccétcccg§4

ctatccaagce
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1

5

10

117

15

120
180
240
300
360
426
480

540
600
660
720
780

840

500

960
1020
1080

1140

1200
1260
1320°
1380
i44o

1476



ES 2460517 T3

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser Glu Asn
- 35 - " 40. v " a5 o

Val Tyr Ser Tyr'Leu-Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 55 60

Arg Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Lys Thr Leu-Ala Glu Gly Ile Pro Ala
65 .- 170 : : 75 ' 80

B

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
‘ 85 ) . 90 " 95

'Ser Leu Glu Pro.Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His His Ser
: 100 105 . - 110

Asp Asn Pro Trp Thr Phe Gly Glmn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly
' 115 . - 120 125 '

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ala Ser Glu
130 ¥ 135 - 140 o

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Ser Val .Gln ?ro Gly Gly Ser
145 ‘ 150 155 160

‘Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Asm
: . ’ 165 : " 170 175

Met Asn Txrp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met'Gly
. : 180 - 185 190

Asn Ile Asp Pro Tyr Tyr ély Gly Thr Thr Tyr Asn Arg Lys Phe Lys
© 195 T 200 - 205

Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr Leu
210 ' ) 215 - o ' 220

Gln'Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
225 v - 230 ' 235. 240

Arg Ser Val Gly Pro Met Asp Tyr Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr
. 245 ' ~ 250 .. 255

Val Ser .Ser Ser Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
. 260 . 265 . ' 270

118



10

Pro

Pro

Thr

305

Asn

Arg

val

‘Ser

Lys

385

Asp

"~ ~"Phe

Glu

phe.

Gly

Cys

Pro
290

Cys’

Trp

Glu
Leu

Asn

370

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

450

Asn

465

Tyr

Thr

<210> 45

<211> 1482
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
275

Lys

Val

Tyr‘

Glu
His
355
Lys

Gln

Leu

Pro’

Asn
435
Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

vVal

Gln
340
Gln
Ala
Pro
Thr
Sexr™
420 .
Tyr
Tyxr

Phe

Lys

Pro
Lyé

val

Glu

Asp

Asp

310

Asp
325
Tyr
Asp
Leu

Arg

Lys
405

Asp

Lys
Sexr
Ser

Ser
485

<223> TRU-016 humanizado

<400> 45

Gly
Asn

Trp

Pro

Glu
390

‘Asn

‘Ile

Thr

Lys

Cys

470

Leu

Leu

Thr
295

val

val

Ser
Leu

Ala

37s.

Pro

Gln

Thr
Leu
455

Ser

Ser

ES 2460517 T3

Leu Gly

'280

Leu Met
Ser Hié
Glu val
Thr Ty?

© 345

Asn Gly

360,

Pro Ile

.Gln Val

Val Ser

val Glu *

425

Pro Pro
440

Thr Val

Vél Met

{Leu Ser

Gly

Ile

Glu

His
330

Arg

Lys

Glu

Tyr
Leu
410
Trp
val
Asp

His

Pro’
490

Prq

Sef

Asp

315

Asn

val

Glu

Lys

-Thr.

" Ser Val
285

Axrg Thr
300 - -

Pro Glu

Ala Lys

val Ser

Tyr Lys
365

Thr Ile.

380

Leu Pro

395

Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

475

Gly

119

Cys Leu

Asp Ser
¢ 445

Ser Arg
460

Ala Leu

Lys

Phe

Pro

Val

‘Thr

val

350 .

Cys
Ser
Pro

val

‘Gly.
430

Asp

Trp

His

Leu
Glu
Lys
Lys
;35

Leu

Lys-

Lys
Ser

Lys

415

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe
320
Pro-
Thr
val

Alé

Arg
400

cly

Pro

'Ser

Gln

His

480
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atggaagkcc
gaaattgtgt
ctctectgee
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttyg
gggaccaagg
gggaccggtg
ctgaagattt

cgccagatgce

actacctaca

acegectace
cgctcagﬁég

caggagccca

" ctgggtggac

cggaéccétg
tﬁcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca

cgggatgage

-agcgacatceg.

cctececgtge
agcaggtggce

cactacacgce

<210> 46

<211> 493
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 46

4cagctcagct

téacacagtc
gagcaagtca
ctaggctect
gcagtggatq

cagtttatta

tggaaatcaa’

aggtgcagct

tctgtaaggg

ccgggaaagg

accggaagtt

tgcaatggag

gccctatgga
aatcttctga
cgtcagtctt
aggtcacatg

acgtggacgg

gcacgtaccg

agtacaagtg
aagécaaégg
tgaccaagaa
cégtggagtg
tggacﬁccgé
agcaggggaa

agaagagcct

ES 2460517 T3

tctcttecte
tcecagcecace

aagtgtttac

catctatttt

cgggacagac
ctgtcaacat
aggtggecggt
ggtgecagtct
atccggttac
cctcgagtygy
caagégccag
cagcctgaag
ctactgégéc
caaaactcaé
céﬁcttcccc
cgtggtggtg

cgtggaggtg

ctgctactcect
ctgtetttgt:
‘agctacttag’
gcaaaaacct
ttcactctcg
cattccgéta
ggctcgggeg
ggagcagagg
tcattcactg
atgéécaata
gtcaétatct
gcct?ggaca
cgeggeacce
acatc;ccac
ccaaaaccca
gacgtgagcce

cataatgcca

ggctcccaga
ctceaggega
cctggtacca
tagcagaagg

ccatcagcag

atcecgtggac

gtggtggatc
tgaaaaagcc
gctacaataﬁ
ttgatcctta
ccéccgacaa
ccgecatgta
tggtcactgt
cgtgcccagce
aggacéccct
acgaagaccc

agacaaagcc

tgtggtcage. gtecteacey tcctgcacca

caaggtctcc
gcagcccega
ccéégtcagc
ggagagcaat
qggctccttc
cgtcttetca

ctccctgtet

aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgee
gggcagccgg
ttcctctaca
ltgctccgtga

ccgggtaaat

tcccagececce

tgtacaccct

tggtcaaagg

agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggce

ga

‘taccaccgga -

aagégécacc
acagaaacct .
3attCCagcc
cctagagecet .
attecggccaa
tggaggaggt‘
cggégagtct
gaactgégtg
ttatggtggt
gtccatcagce
tt;étgtgca
ctcctctgat‘
acctgaactc
catgatctcc

tgaggtcéag

‘gcgggaggag

ggactggetg.__ ...

catcgagaaa
gcececcatec

cttctatcca

‘caagaccacg

cgtggacaag

tctgcacaac

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

120

60

- 120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840 .

900

960

1020

1080 :'

1140

1200

1260

©+1320

1380

1440

1482



Asp
Leu
val
Arg
65

Arg
Ser

Asp

Gly

___Val

145

Leu

Met

Thr Thr Gly
© 20

sér Pro Gly

35

Tyr Ser Tyr
50

Léﬁ Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Glu Pro
100

Asn Pro Trp
115

Gly Gly Ser
130
‘Lys Ile Ser

Asn Trp Val
180

- Asn Ile Asp Pro

195

. Gly Gln Val Thr

Gln
1225

. Axg

210

Trp Ser Ser

Ser Vval Gly

Gln Leu Val

5

Glu

Glu

Leu

Tyxr

Ser

Glu

Thr

Gly

Gln

cys
165

Arg

Ile

Leu

Pro
245

ES 2460517 T3

10

Ile Val Eeu. Thr Gln Ser Pro Ala

Arg

Ala

25 .

Ala Thx Leu Ser
‘ 49

Trp Eyx Gln Gln

.. 55

Phe
70

Gly

85

Asp
Phe
Gly
Sexr
150
Lys
Gln

Tyr
ser

Lys

230

Met

Ala Lys Thr Leu

Ser GLy Thr Asp

. 90

Phe Ala val Tyr
: 105 '

Gly @ln Giy Thr
120

Gly Glr Ser Gly
135

‘Gly Ala _Glu.Val

Gly Ser*Gly'Tyr
o 170

Met Pro  Gly Lys
© 185 -

Gly Gly Thr Thr
200

Ala Asp 1ys. Ser

215"
Ala Ser‘ﬂsp Thr

Asp Tyr Txp Gly
: 250

Cys
Lys
Ala’
75
Phe
Tyr
Ly
Gly

Lys.

© 155

Ser
ély
Tyr
Ie
Ala

235

Arg

121

Arg'Ala
" 48

Pro Gly
60

Glu Gly
Thf Leu

éys Gln

Val Glu

125 -

140

15

Thr Leu Ser
30

Ser Gln Ser

Gln Ala Pro

Ile Pro-Ala

80

Thr Ile - Ser

95

His His Ser
110

Ile Lys Gly

Gly Gly Thr Gly Glu

Lys;BromGly.Glu'Ser

Phe Thr
Leu Glu

Asn Arg
205

Ser Thr
220

Met Tyr

"Gly Thr

160

Gly Tyr Asn
. 17S

Trp Met Gly
190 .

.Lys Phe Lys

Ala Tyr Leu

Tyr Cys Ala
240

- Leu Val Thr
255
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Vyal
bro
Phe
Val
305

Phe

Pro

Thr.

val

Ser

Pro’

Pro

290"

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

© 370

Ala
385
Gly
Pro

Ser

Gln

465

His

Lys

'Asb

Phe

Glu

Phe
450

Gly

Tyr

<210> 47
<211> 1500
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 47

Ser
Cys
275
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
355
Asn
Gly
Glu
Tyxr
Asn

435

Phe

Asn.

Thr

Asp
260

Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
340
His
Lys

Gln

Leu

Pro
420

Asn

Leu

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro

Val

Val
325
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
405
Ser

Tyr

Tyr

Phe

-Lys

Glu

Pro

Lys

val
310

Asp

Tyr
Asp

Leu

Arg

390

Asp-

Lys

Ser

Ser

470

Lys
485

Ser

Pro

Glu

Asp

‘295

Asp
Gly
Asﬁ
Trp
Pro
375

Glu

‘Asn Gln Vval

Ile
Thx
Lys
455
Cys

Leu

ES 2460517 T3

Lys Ser
© 265

. Leu Leu
280

Thr Leu

val Sér

val Glu.

Ser Thr

Ser.
Gly
Met
His
Val
3;0

Tyr

345 -

Leu Asn
360

Ala Pro

Pro Gln

Ala Val
425

Thr Pro
440
Leu Thr

Ser Val

Ser Leu

Gly

.Ile

Val

Asp

Gly

Ile

Glu

315

His

'Arg

Lys

Glu

Tyr

395

Sér
410

Glu

Pro
vVal
Met

Ser
490

Leu

Trp

Val

Asp

His
475

Pro

Lys

Pro

Ser
300

Asp

Asn

val

Glu

365

Lys

.380

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys’

460

‘Glu

Gly

122

Thr
Ser
295
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
c.yél
Ser

Asp

445

Ser
Ala

Lys

His

270

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Thr

Phe

Pro

Val

Thr
335

val

350

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Cys

Ser

Pro

val
415

Gly

430 -

Ser

Arg

Leu

Asp

Trp

His

Ser
Leu
Glu

Lys

320

Lys
Leu .
Lys

Ser.

400

LYS

Gln

‘Gly

Gln

Asn

480
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aagcttgceg

gataccaccg

gaaagagcca
caacagaaac
ggaéttccég
aééctagagc
acaﬁtcggcc
tctggaggag
ccecggagagt
atgaactggg
tattatggtg

aagtccatca

tattactgtg

gtctcctetg

gcacctgaac

“étcatgatct”

cctgaggtca
ccgegggagg

caggactggc

" cccatcgaga

ctgcccecat

ggcttetate

tacaagacca

accgtggaca
gctetgecaca

<210> 48
<211> 493
<212> PRT

ccatggaagce
gag;ééttgt
ccctetecty
ctgécéaggc
ccaggttcag
ctgaagattt
aagggaccaa
gtgggaccgg.
ctectgaagat
tgégqcagat

gtactaccta

'gcaccgdcta'

cccagecgcag
gttgacacag

ccgagcaagt

tectaggete

tggcagtgga

tgcagtttat.

ggtggaaatc
tgaggtgcag
ttectgtaag
gecegggaaa
céaccgéaag

cctgcaatgg

cacgctcagt

atcaggagcc

'tcctgggtgg

‘cccggaccee’

‘agttcaactg

égcagtacaa
tgaétggcéa
aaaccatcte-
ccecgggatga
taagcgaéat
cgcctecegt
agagcaggtg

accactacac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 48

cggecccttte
caaatcttct

accgtcagtc

tgaggtéaca

gtacgtggaé
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctéaccaag
cgcegtggag
gctggactee
gcagcagggg

gcagaagagc

ES 2460517 T3

cttctcttee
tcteccageca

gaaaatgttt

ctcatctatt’

tccgggacag

tactgtcaac

~aaaggtggcg

ctggtgcagt
ggateccggtt
ggcctégagt
Etcaagggéc
agcégcctga
gactactgag

gacaaaactc

ttcectettee

tgcgtagtgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggaéagca
gacggctect
aacgﬁcttct

ctcteectgt

tcctgctact
ccctgtettt
acééctact£
ttgcaaaaac

acttcactct

atcattcega

gcggctceggg
ctggagcaga
actcattcac

ggatgggcaa

‘aggtcactat

aggcctcgga
gccagggcac
acacatctcc

ccccaaaacce

tggacgtgag

tgcataatge
gegtecteac
écaacaaagc
gagaaccaca
gcctgécctg
atgggcagcc
tgttcctcta
catgctcegt

ctececgggtaa

123

ctggctececa
gtdtccaggc

agcctggtéc

cttagcagaa

caccatcagc

taatccgtgg

cggtggtgga

ggtgaaaaag
tggctacaat
tattgatcet

ctccgccgac

caccgcecatg

60
'120
180
240
300
360
420
480

540

'cctggtcéct

accgtgccca

caaggacacc

ccacgaagac

caagacaaag

.cgtecetgeac

cctcecagee

ggtgtacacc

cctggtcaaa

ggagaacaac

cagcaagctc

gafgcatgag

atgatctaga‘

1200
1260
1320
1380
1440

1500



Met

Asp

Leu

val

Arg
65
Arg
Ser
Asp
T ely

val
145

P

Leu
. Met
Asn
K Gly

Gln
225

Glu Ala
Thr Thr

Ser Pro
35

Tyx Ser
50

Leu Leu
Phe Ser
Leﬁ Glu

Asn Pro
115

Gly Gly
130

Gln Leu
Lys Ile
Asn.Trp
ilé Asp

1?5

Gln val
210

Trp Ser

Pro Ala

Gly Glu
20

Gly Glu
Tyr Leu
Ile Tyr

Gly Ser
85

Pro Glu
100

Trp Thr

‘Ser Gly

val Gln

Ser Cys
165

Val Arg
180
Pro Tyr

Thr Ile

Ser Leu

Gln
Ile
Arg
Ala

Phe
70

Gly

Asp

Phe

Ser

150

Lys
éln
Tyr
Ser

LYS
230

Leu

Vai

Ala

Ser

Phe

Gly

-AGiy.

135

Gly

Gly

Met
Gly
Ala-
215

Ala

ES 2460517 T3

Leu
Leu

Thr

‘40

Tyx

‘Lys

Gly
Ala

Gln
120.

Gly.

Ala
sex
Pro
Gly
200

Asp

Ser

Phe

Thr
25

Leu
Gln

Thr

AThr

Vval

105

Gly

ser

Glu

Gly

Gly
185
Thr

Lys

Asp

Leu

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

-90

Tyxr

Thr

Gly

val.

Tyr
170
Lys
Thr
Ser

Thr

Leu
Ser
Cys
Lys

Ala

75

Phe

Tyrxr

Lys

Gly

Lys
1558
Ser
Gly
Tyr

Ile

Ala
235

124

Leu

Pro

Arg

Pro
60

‘Glu

Thr
Cys
val
140
Lys
éhe
Leu
Asn
Ser

220

Met

Gly

Leu

Ala

Ala

45

Gly

Gly

ﬁeu

Gln

Giu

125

Gly

Pro

Thr

Glu

Arg
205

Thr

Ty

Trp
Thr
30

Ser
Gln
Ile
Thr

His

©110

Ile
Thr
c
Gly

Trp

190

Lys

Ala

Leu Pro
15

Leu Ser 
Glu Asn
gla‘Pro‘
Pr§ Ala
80

Ile Ser

95

His éer
Lys Gly
Gly Glu

Glu Ser
160

Tyr Asn
175

Met Gly

-Phe Lys

Tyr Leu

Cys Ala
240



10

Arg Ser
Val Serx
"Pro Pro

Phe Pro
290

Val Thr
305 .

Phe Asn
" Pro Arg
Thr Val

Val Ser
370

TTAla nys

385

Arg Asp
Gly Phe
Pro Glu

Ser Phe
. 450

Gln Gly
465

His Tyr

<210> 49
<211> 356
<212> ADN

Val

Ser

Cys
275
Pro
Cys
Trp
Glu

Leu

355,

Aén

Giy‘

Glu

Tyr

Asn

435

Phe

Asn’

Thr

Gly
Asp
260
Pro
Lys

Val

Tyxr

Pro

245

Gln

Ala

Pro

Val

val

.'325

Glu

340
His
Lys
@ln
Leu
Pro
420
Asn
Leu
Val

Gln

_Gln

Gln

Ala
Pro
Thr -
405

Ser
T
Tyr
Phe

Lys
485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 49

Phe Asp
Glu fro
Pro Giu
Lys Asp

295

Val Asp
310

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

Leu Pro

375 .

Arg Glu

390

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

ES 2460517 T3

Tyxr

Lys

‘Leu
280

Thr

Val

val

Ser

Leu

360

Ala

Pro

6ln

Ala

Thrx-

440

Ser«Lys
455

‘Ser Cys

470

Ser. Leu

Leu
Ser

Ser

Trp Gly
250

Ser Ser
265
Leu Gly

Leu Met

Ser His

Glu val

330

Asn Gly
Pro Ilé

Gln val

Gln Gly Thr

Asp Lys Thr

Leu

His

. 270

Gly Pro Ser
, 285

Ile Ser Arg
300

Glu Asp Pro
315 ’

His Asn Ala

Thr Tyr Ard val Val Ser
345 -

!

Lys élu Tyr
365

Glu Lys Thr
© 380

‘Tyr Thr Leu Pro

395

val Ser
410

‘Val Glu
1425 .

Pro Pro
Thr Vval

Val Met

Leu Thr Cys

Trp Glu Ser Asn

Val Leu Asp

val
Thr
Glu
Lys
350
Lys

Ile

Leu

430

Ser

445

Asp Lys Ser Arg

460

His Glu Ala

. 475

Leu Ser
490

Pro Gly Lys

125

Leu

’

Val
255
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
335
vVal
Cys
Sef
Pro
val
415
Gly
Asp
Trp

His

Thr
Ser
Leu
Glu
Lys
320
Lys
Leu
Lys

Ljs’

Ser’
400

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

- 480



10

15

20

25

gctagcgagg
aagétttcct
cagatgccceg
acctacaacc
gectacctge

tcagtcggce

<210> 50
<211> 143
<212> PRT

tgcagctggt.

gtaagggatc

ggaaadgcct

ggaagttcaa

aatggagcag

ctatggacgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 50

Met Glu
1 .

Asp Thr

Leu Ser

35

val Tyr

50

‘Arg Leu

ArgyPhe
Ser

Leu

Asp Asn

Ala
Thr
Pro
Ser
Lgu
Ser
Glu

Pro'Trp

Pro Ala

Gly'
20

Gly

Tyr

Leu

Ile Tyr

Gly
85

Pro Glu

100

Thr

115

Glu Arg Ala
Ala Trp
Phe Ala
70 0

Ser Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

gcagtctgga
cggttaétca
ggagtggatg
gégccaggtc

cctgaaggee

ctggggccaa

Gln Leu Leu

Glu Ile Val Leu

Thr
40

Tyr
55

Lys
Gly

Ala

Gln
120

Gln

ES 2 460

gcagaggtga
ttcactggcet
ggcaatattg
actatcteccg
tcggacaccg

ggcaccactg

Phe 'Leu Leu

Thr Gln
25

Leu Cys

Ser
Gln

Lys

Ala
75

Thr Leu

Thr Asp

920

Phe

val
105

Tyr Tyr

Gly Thr Lys

ser

517713

aaaagcccgg
aéaatatgaa
atccttatta
ccgacaagtc
ccatgtatté

tcactgtctc

Leu Leu

Pro Ala
Arg Ala
?ro Gly
Glu Gly
Leu

Thr

Cys Gln

Trp
Thr
30

Ser
Gln
Ile

Thr

His

agagtctctg

ctgggtgege

tggtggtact
catcagcacc
ctgtgcgégc

ctegag

Léu Pro

15
Ser

Leu

Glu Asn

Ala

Pro

Ala
80

Pro

Ile-
95

Ser

Ser

110

‘Val Glu

125

Ile

Lys Gly

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly

130

<210> 51
<211> 1381
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 51

135

140

126

60
120
180
240
300

356



10

aagcttgeccg
Qataccaccg
gaaégagcca
caacagaaac
ggaattécag
agcctagagc.
acattcggcﬁ
tctggaggag

cccggagagt

‘atgaactggg’

tattétggtg

aagtccatca
tattactgtg
gtecteectetg

gcacctgaac

. ctcatgatct

cctgaggtca

© cegegggagg

caggactggc
ccecatcgaga
ctgcccccat
ggcttctgtc
tacéagacca

a

ccatggaagce
gagaaattgt
ccctetectg
ctggccagge
écaggttcag
cﬁgaagattt
aagggaccaa
gtgggaccgg
ctctgaagat
tgcgécaéat

gtactaccta

geaccgeeta

cacgctcagt
atcaggagcce
tcctgggtag
cceggaccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggéaa
aaadcatctg
ccéggéatga
éaagcgacat

cgcectecegt

<210> 52

<211> 493

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 52

ES 2460517 T3

cccagegeag
gttgacacag
ccgagcaagt
tcctgggctc
tggcagtgga
tgcagtttat
ggtggaaatce
tgaggtgcag
ttcctgtaag

gceegggaaa

caaccggaag

cctgeaatgg-

cggcecttte
caaatcttet

aﬁcgtcagtc

tgaggtcaca

‘gtacgtggac

cagcacgtac
égagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag

gctggactcc

cttctecttee tectgetact
tctccagcca'ccctgtcttt
gaaaatgtﬁt acagctéctt
ctcatctattfttgcaaaaac
tccgggacag acttecactet
téététcaac atcaﬁtccga
aéaggtggcg(gtggctcggg

ctggtgcagt ctggagcaga

.ggatccggtt actcattcac-

ggcépcgagt ggatgggcaa
ttcaagggcc aggtéactat}
agcagectga_aggcctegga
gactcctggg gccagggeac
gacaaaactc acacatctcc
ttcctettec ceccaaaacc
tgcgtggtgg tggacgtgag
ggcétggagg Egdataatgc
cgtgtggtca gcgtcctc;c

tgcaaggtct ccaacaaagd

gggcagccce gagaaccaca

aaccaggtca gcctgacctg
tgggagagca atgggcagcc

gacggctecet tcttcctcta

127

ctggctcceca
gtcteecagge
agcctggtaé
cttagcagaa-
cécga;cagc(
taatccgtgg
cggtggtgga

ggtgaaaaag

tggctacaat~~'-

tattgatccect
ctccgccgéq
caccgecatg..
cctggtcact
éécgtgccca
Qaaggécacc‘
ccacgaagac
caagacaaag
¢égteetgcac
cctcecagec
gétgtacacc‘
cctggtcaaa
ggaéaac;a;

cagcaagcte

60
120
180
240
300
360
420
480

540--

' 600

660
720 _

780

840

900

960
1020
1080‘
1140
1200

1260

1320

1380

1381



Met
Asp
Leu
Val
Arg
‘65

Arg

Ser

Glu Ala

Thr Thr

Ser Pro
35

Tyr Ser’
50
Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Asp

Gly

Asn Pro

115

Gly Gly

© 130

Val
145

Leu

‘Met

Asn

Gly

\ .
Gln Leu

Lys Ile
Asn Trp
Ile Asp

195

Gin‘Val

© 210

Pro

Gly
20

GlyA

Tyr

Il¢

Pro
100
Trp
Ser
Val

Ser

val

180

Pro

Thr

Ala Gln

5

Glu Ile
Glu Arg
Leﬁ“Ala:

Tyr Phe-
: 70

/ Ser Gly

85

Glu'Asp

Thr Phe

‘Gly Gly

Gln Ser

150
Cys Lys
165
Arg Gln

Tyr Tyr

Ile‘Ser

Leu
Val
A}a
&rp
55

Ala

Ser

Phe

Gly
Gly
135

Gly

Gly

Met

Gly

Ala
218

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Lys
Gly
Ala
Gln
120
Gly

Ala

Ser

Pro

Gly
200

Asp

ES 2460517 T3

Phe Leu Leu
10

Thr Gln Ser
25

Leu Ser Cys

Gln Gln Lys

Thr Leu Ala

75

Thr Asp Phg

90

val Tyr Tyr
105 ' '

Leu

Pro

Arg

Pro

- 60

Glu
Thr

Cys

Gly Thr Lys

Ser Gly Gly

Glu Val Lys
155

Gly Tyr Ser
170

Gly Lys Gly
185‘

Thr Thr Tyr

Lys Ser Ile

val

Gly
140
Lys
Phe

Leu

Asn-

Ser
220

128

Leu
Ala
Ala
45

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu

125

Gly

Pro

Thr

Glu

Arg

Trp

Thr
30
Ser

Gln

Ile

Thr

His
110
Ile

Thr

Gly

‘Gly

Trp
190

Lys

205 -

Thr

Ala

Leu Pro
15 )

Leu Ser
Glu Asn
Ala Pro

Pro Ala
80

‘Ile Ser

95 .

His Ser

Lys Gly

4

Gly Glu

.Glu Serxr

160

Tyr Asn
175
Met Gly

Phe Lys

Tyr Leu



10

"Gln Trp
225

AYg Ser

vVal Ser

Y

Pro ‘Pro

.Phe Pro
290

val Thr
305

Phe Asn
Pro Arg

Thr Vval

. Val ser
370

Ala Lys
385

Arg Asp
' Gly Phe
Pro Glu
Ser Phe

450

Gln Gly
- 465 ’

Ser

val

Ser.

Cys
275

Pro

‘Cys

Trp

Glu
Leu
355
Asn
Gly

Glu

Tyr

Asn
435

Phe

Asn

Ser
Gly

Asp

.260

Pro
Lys
val
Tyr
Glu
}40
His
Lys
Gln

Leu

ES 2460517 T3

Leu Lys Ala Ser Asp
230 :

Pro Phe Asp Ser Trp
245

Gln Glu Pro Lys Ser
: 265

Ala Pro Glu Leu Leu

280

Pro‘LYS Asp Thr Leu
. 295

val val Asp Val Ser

310

val Asp Gly Val Glu
325

GlnTyr—-Asn—Ser Thr
: 345

Gln Asp Trp Leu Asn
) 360 -

o [

Ala Leu Pro Ala Pro
375
Pro Arg Glu Pro Gln

390

Thr Lys Asn Gln Vval

- 405

Pro

420

Asn

Leu

Val

Ser Asp Ile Ala Val
425

Tyr Lys Thxr Thr Pro
440

Tyr Ser Lys'Leu Thr
. 455

v

Phe Ser Cys Ser Val
470 ’

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

<210> 53
<211> 356

<212> ADN

485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

Thr Ala Met Tyr

235

Gly Gln Gly Thr

250

Ser -Asp LYs Thr

Gly Gly Pro Ser

Met

His

© 285

Ile Ser Arg
300 '

Glu Aép Pro
315

Val His Asn Ala

- 330

Tyr Arg Val—val

Gly Lys Glu Tyf

Ile

Val

Ser

410

Glu

365

Glu Lys Thr
380

Tyr Thr Leu
395

Leu Thr Cys

Trp  Glu Ser

Pro Val_LeuvAsp

Met

Ser

490

445

val Asp Lys Ser.

460

475

Pro Gly. Lys

129

His Glu Ala

Tyr
Leu

His
270
val
Thr
Glu
Lys
Ser
350
Lys
Ile
Pro

Leu

Asn

Cys

val

Ala,
240

Thr

255

Thr

Phe

Pro

val

.Ser

Leu
Glu

Lys

. 320

Thr
335
val
Cys
Ser

Pro

val

415

Gly

430. .

Ser

Arg

Leu

Asp

Trp

His

Lys
ﬁeu
Lys
Lys
Ser
400

Lys

Gln

‘Gly

Gln

Asn-
480



10

15

20

25

<400> 53

gctagegagg
aagatttcct
cagatgéccg
acctacaacé
gcetacctge

tcagtcggcece

<210> 54
<211> 143
<212> PRT

tgcagctggt

‘gtaagggatc

ggaaaggcct
ggaagttcaa
aatggagcag

cttttgacce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 54

gcagtctgga
cggttacﬁca
ggagtggatg
Qggccaggtc
cctgaaggcc

ctggggecaa

ES 2460517 T3

gcagaggtga
ttcactggcet
ggcaatattg
acﬁatctccg
tcggacaceg

ggéaccctgg

aaaagceccgg
acaatatgaa
atccttatta
ccgacaagtc
ccatgtatta

tcactgtcte

agagtctctg

ctgggtgege

tggtggtact

catcagcacce

ctgtgcgcge

ctcgag

Met
1

Asp

_Leu

Ser

Asp

Gly

Glu
Thr
Ser
Tyr
50

Leu
Phe
Leu

Asn

Gly
130

<210> 55

<211> 356

Ala

Glu

Pro

Thr
20

Pro
35

Gly

Ser Tyr

Leu

Ser Gly

Pro
100

Pro
115

Trp

Gly Ser

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 55

Gly.

Ile.

Ala

Glu

Giu

'Léu

Tyxr

Ser
85

Glu

Thr

Gly

Gln

Ile

Arg
Ala
Phe
70

Gly
Asp

PHe

Gly

Leu

Vall

Ala

Trp
55

Ala.

Ser

Phe

Gly

Gly-

135

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Lys
Gly
Ala

Gln

120

Gly

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Thr
Thr

Vval
105

Gly

Ser

Leu
10

Gln

Ser

Gin'

Leéu

Asp
90

Tyr
Thr

Gly

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala’

75

Phe
Tyr
Lys

Gly

Leu Leu

Pro Ala

‘Arg Ala

45

Pro Gly
Glu Gly
Thr

Leu

Cys Gln

Trp
Thr
30

Ser

Gln

Ilg'

Thr

His

. 110

Glu
125

val

Gly
140

Gly

130

Ile

Thr

Leu
15

Leu

‘Glu

Ala
Pro

Ile
95

His

Lys

Pro
Ser
Asn
Pro
Ala

80

Ser

Ser .

Gly

Gly

60

‘120

180
240
300

356 =



10

15

20

25

gctagegagg tgcagetggt gecagtctgga gcagaggtga aaaagcccgg agagtctctg
aagatttcct gtaagggatc cggttactca ttcactggct acaatatgaa ctgggtgecge
cagatgcccg ggaaaggcct’ ggagtggatg ggcaatattg atccttatta tggtggtact
acctacaacc ggéagttcaa’ gggccaggte actatctecg ccgac'aagté catcagcacc
gcctacct_gc aatggagcag cctgaaggcc tcggacaceg ccatgtat‘taétgt:gcgcgc
tcagtcggece cttttcageca ctggggccaa ggcaccctceg tcactgtcete ’ctcgégA
<210> 56
<211>143
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TRU-016 humanizado
<400> 56
Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 : . 5 10 15
Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu -Ser
. 20 ’ 25 o 30
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Asn
" 35 ’ 40 - 45
Val Tyr Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Giy Gln Ala Pro
50 . ' 55 : 60
Arg Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Lys Thr Leu Ala Gllu Gly Ile Pro Ala
65 70 - - 75 N 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr'Asp' Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 90 : 95
Ser Leul Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His His Ser
100 105 110
‘Asp Asn Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu.Ile Lys Gly
115 120 . 125 ' '
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly
130 135 140 a
<210> 57
<211> 356
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 57

ES 2460517 T3

131

60

120

180

‘240

300

356



10

15

20

25

gctagcgagg
aagatttcct
cagatgcccg
acctacaacc
gcctacctéc

tcagtcggcece

tgcagctggt
gtaagggatc
ggaéaggcct
ggaagttcaa
aafggagcag

cttttgacgt

gcagtctgga
cggttactca

ggagtggatg

gggccaggte

cctgaaggece.

ctggggccaa

ES 2460517 T3

gcagaggtga
tttactgget
ggcaatattg

actatétccg

tecggacacey

ggcaccatgg

aaaagcccgg
acaatétgaa
atccttatta.
ccgacaagtc
ccafgtatﬁa

tcactgtcte

agagtctctg

ctgggtgegce

tggtggtact

catcagcacc

ctgtgegege

ctcgag

<210> 58

<211> 143

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 58

Met Glu Ala Pro BAla Gln Leu Leu
1 . 5

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu
20 .

Leu Sexr Pro Gly Glu Arg Ala Thr
35 ’ . 40

Val Tyr Ser Tyr Leu Aia Trp Tyxr

50 55

Arg Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Lys
.65 .70

Arg Phe Ser -Gly Ser Gly Ser Gly
' ST o

Ser ' Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
) 100
Asp Asn Pro Trp Thr Phe Gly Gln

115 120

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

130 135
<210> 59
<211> 356
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 59

'Val Tyr

Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu .Pro
10 o . 15

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
25 , - 30

Leu Sér Cys Arg Ala Ser Glu Asn

45

‘Gin Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro

60

Thr Leéu Ala Glu Gly Ile Pro Ala

75 . - 80

Phe Thr Leu Thr Ile Ser
: 95

Thr'Asp
90

Tyr éYs Gln His His Ser

105 110

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly

125 . -

Gly Gly Gly Thr Gly .

Ser Gly
- 140

132

60
120

180

‘240

300

356



10

15

20

25

gctagcgagyg
aagattfcct
cagétgéécg
acctacaacc
gccﬁacctgc
téagtéggcc
<210> 60

<211> 143
<212> PRT

tgcagctggt

ggaaaggcct

‘'gtaagggatc

‘ggaagttcaa

aatggagcag

cttttgacat.

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRU-016 humanizado

<400> 60

Met Glu Ala
1

Asp Thr Thr

Leu Ser Pro
35

val Tyr Ser
50

Arg Leu Leu
65

Arg Phe Ser
Ser Leu Glu

Asp Asn Pro
- 115

Gly Gly Gly
130

<210> 61
<211> 11
<212> PRT

Pro

Gly

20

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ala
Glu
Glu

Leu
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Leu
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<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 62

N .
Arg Thr Ser Glu Asn Val Tyr Ser Tyr Leu-Ala
1 5 : ' 10

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 63

Gly Tyr ASw. Het  Asn
1 . 5

<210> 64
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 64

Phe Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 . 5. .

<210> 65

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 65

Asn-Ile Asp Pro Tyr Tyr Gly Gly Thr Thr Tyr Asn Arg Lys Phe
1 , 5 10. ‘ 15

' Lys Gly'v
<210> 66
<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 66
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Gln His His Ser Asp Asn Pro Trp Thr
1 : 5

<210> 67

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 67

Sexr Val Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 68

Ser Val Gly Pro Phe Asp Ser
1 "5

<210> 69

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 69

Ser Val Gly Pro Met Asp Tyr
1 . : 5

<210>70

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 70

1 S 10 : :

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 71

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado
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<400> 71

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 o © 10 - 15

sSer beu Lys‘ Ile Ser . Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
o 20 : . 25 30

<210>72

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 72

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
1 5 o 10 S 15

<210>73

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 73

Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 - 5 10

/,.

<210> 74

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 74

—ely Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser GIy Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 . L 10 . 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
' 20 - 25 . - 30
<210> 75
<211> 32

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 75
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<223> TRU-016 humanizado

<400> 76

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
) : 5 . . 10

1 ‘

<210> 77

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 77
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e Ser 'Thr Ala Tyr Leu Gln
: : : 15

a Met Tyr Tyr Cys Ala Arg
30

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 : . . t

5 i0
<210>78

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRU-016 humanizado

<400> 78

 Trp Gly.Arg Gly Thr Leu Val Tar Val Ser Ser
1 - 5 ’ 10
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de unién especifica a CD37 humanizada para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad
autoinmune de células B, donde la proteina de unién especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68

que se caracteriza porque la proteina de unioén especifica a CD37 humanizada debe usarse en combinacién con una
proteina de union especifica a CD20.

2. Una proteina de unién especifica a CD20 para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune
de células B que se caracteriza porque la proteina de union especifica a CD20 debe usarse en combinacién con una
proteina de unién especifica a CD37 humanizada para uso en el tratamiento de un cancer o enfermedad autoinmune
de células B, donde la proteina de union especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68.

3. Un articulo de fabricacion que comprende una proteina de union especifica a CD20 y una proteina de unién
especifica a CD37 humanizada para uso en el tratamiento de un cancer o enfermedad autoinmune de células B,
donde la proteina de unién especifica a CD37 humanizada comprende:

(a) regiones estructurales de cadena ligera humana, una cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61, una cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 64, y una cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66; y

(b) regiones estructurales de cadena pesada humana, una cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, una cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 65, y una cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
67 6 68.

4. La proteina de union especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricaciéon para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de las
reivindicaciones 1, 2 6 3, donde las cadenas ligeras CDR1, CDR2 y CDR3 de la proteina de unién especifica a CD37
humanizada de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 61, 64 y 66, respectivamente; y

donde las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOS: 63, 65 y 67, respectivamente.

5. La proteina de union especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricaciéon para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de las
reivindicaciones 1, 2 6 3, donde las cadenas ligeras CDR1, CDR2 y CDR3 de la proteina de unién especifica a CD37
humanizada de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 61, 64 y 66, respectivamente; y

donde las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOS: 63, 65 y 68, respectivamente.

6. La proteina de union especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricaciéon para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

una region estructural de cadena ligera humana seleccionada de las SEQ ID NOS: 170-172, 175, 179,182, 184-
188, 191, 194-198, 203 y 205-210; o

una region estructural de cadena pesada humana seleccionada de las SEQ ID NOS: 140, 141, 143-147, 150,
151, 154-163, 168 y 169.
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7. La proteina de union especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

una primera region estructural de cadena ligera (FR1) seleccionada de las SEQ ID NOS: 170-172, 175 y 177-
181; una FR2 humana de la regién estructural de cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NOS: 182, 184-188
y 191; una FR3 humana de la cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NOS: 194-198, 203 y 205; y una FR4
humana de la cadena ligera seleccionada de las SEQ ID NOS: 206-210; o

una primera region estructural (FR1) de cadena pesada humana seleccionada de las SEQ ID NOS: 140, 141y
143-146; una FR2 humana de la cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NOS: 147, 150 y 151; una FR3
humana de la cadena pesada seleccionada de las SEQ ID NOS: 154-160; y una FR4 humana de la cadena
pesada seleccionada de las SEQ ID NOS: 161-163, 168 y 169.

8. La proteina de union especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes,

donde la proteina de unién comprende un polipéptido Fv de cadena sencilla (scFv), un anticuerpo o un fragmento de
union al mismo, o una proteina de fusidon de inmunoglobulina que comprende, desde el extremo amino al carboxi, (i)
un dominio de unién que tenga regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina separadas por un
péptido de enlace, (ii) un polipéptido de regidon de bisagra de inmunoglobulina que tenga cero, uno o dos residuos de
cisteina, y (iii) dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina.

9. La proteina de unioén especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de la reivindicacion
8, donde el polipéptido de la region de bisagra de inmunoglobulina puede ser un polipéptido de region de bisagra de
IgG1, IgGA o IgE o una IgG1 mutante.

10. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones 8 6 9, donde:

la proteina de union es una proteina de fusion de inmunoglobulina de la reivindicacion 8, que comprende una
region variable de cadena ligera y una region variable de cadena pesada;

la region variable de cadena ligera esta unida a la regiéon variable de cadena pesada mediante un péptido de
union que comprende (Gly4SER)n, dondenes 1,2,3,4,566;y

las regiones variables de cadena ligera y pesada unidas estan conectadas a un dominio efector IgG1 a través de
una bisagra compuesta por una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 115, 116, 118, 120, 122, 124, 126 6 127.

11. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde la proteina de unién especifica a CD37 humanizada comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 48 y 52.

12. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde la proteina de unién especifica a CD20 es un anticuerpo monoclonal
especifico de CD20.

13. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo monoclonal especifico de CD20 es Rituximab.

14. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 11, donde la proteina de union especifica a CD20 es una proteina de fusién de
inmunoglobulina que es especifica de CD20 y comprende, desde el extremo amino al carboxi, (i) un dominio de
union que tiene regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina separadas por un péptido de
enlace, (ii) un polipéptido de region de bisagra de inmunoglobulina que tiene cero, uno o dos residuos de cisteina, y
(iii) dominio CH2 y CH3 de inmunoglobulina.

15. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de la reivindicacion
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14, donde el polipéptido de la regién de bisagra de inmunoglobulina puede ser un polipéptido de region de bisagra
de IgG1, IgGA o IgE o una IgG1 mutante.

16. La proteina de unién especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica a CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde el método comprende ademas el uso de un agente quimioterapéutico, un
agente radioterapéutico, una citocina, una quimiocina o un factor de crecimiento.

17. La proteina de unioén especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica de CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde el cancer de células B es enfermedad de Hodgkin, linfoma no de
Hodgkin, linfomas del sistema nervioso central, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia
de células pilosas, leucemia mioblastica crénica, mieloma mudltiple, linfoma linfocitico pequefio, leucemia
prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de zona marginal esplénica, mieloma de célula
plasmatica, plasmacitoma solitario de hueso, plasmacitoma extraéseo, linfoma de células B de zona marginal extra-
nodal de tejido linfoide asociado a mucosa, linfoma de células B de zona marginal nodal, linfoma folicular, linfoma de
células manta, linfoma de células B grandes difusas, linfoma de células B grandes mediastinales (timicas), linfoma
de células B grande intravascular, linfoma de efusion primaria, linfoma/leucemia de Burkitt, proliferaciones de células
B de potencial maligno incierto, granulomatosis linfomatoide o trastorno linfoproliferativo post-trasplante.

18. La proteina de unioén especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica de CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, donde la enfermedad autoinmune es artritis reumatoide, esclerosis multiple, lupus
sistémico eritematoso, enfermedad de Crohn, sindrome de Sjogren, enfermedad de Grave, diabetes mellitus de tipo
I, soriasis, purpura trombocitopénica inmune, pénfigo, miopatia inflamatoria idiopatica, miastenia gravis o
macroglobinemia de Waldenstorm.

19. La proteina de unioén especifica a CD37 humanizada o la proteina de unién especifica de CD20 o el articulo de
fabricacién para uso en el tratamiento de un cancer o una enfermedad autoinmune de células B de una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, donde la proteina de unién especifica a CD37 y la proteina de union especifica
a CD20 se administran secuencialmente en un periodo de aproximadamente 24 horas o se administran
simultaneamente.
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FIG. 32B
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ATGAACTGGETGCGCCAGATGCCCCGGGAANGGCCTCGAGTGGATGGGCAATATTGATCCT
ATGARCTGGETECCCCAGATGCCCGGRGARAGGCCTCGAGTEGGATGGGCAATATTGATCCT

**\‘***I‘*w**l**ﬂi*tﬂ*&***i**ﬂ***.9(*****ﬁ***********iiﬁ*ﬁt*t‘*i

TAPTATGGTGGTACTACCTACAACCGGAAGTTCAAGGECCAGGTCACTATCTCCGCCGAC
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FIG. 32C

TATTATGGTGGTACTACCTACAACCGGAAGTTCAAGGGCCACETCACTATCTCCGCCGAC
TATTATGGTGGTACTACCTACAACCGGAAGTTCAAGGGCCAGGTCACTATCTCCGCCGAL

LE LR R SRS A R ER RS RS R RS AR X ER RS LTSRS R Rl

AAGTCCATCAGCACCGCCTACCTGCAATGGAGCAGCCTGARGGCCTCGGACACCGCCATG
ARGTCCATCAGCACCGCCTACCTGCAATGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCLATG
AAGTCCATCAGCACCGCCTACCTGCAATGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATG

AR AR N R AR AR R R AR A E R KA TN RN RTRFN TR NI TR AR AR AR AR RN A RN

TATTACTGTGCACGCTCAGTCGGCCCTTTCGACTACTGGGECCAGEGCACCCTGGTCACT
TATTACTGTGCACGCTCAGTCGGCCCTTTCGACTCCTGEGGCCAGGGCACCCTGGTCACT
TATTACTGTGCACGCTCAGTCGGCCCTATGGACTACTGGGECCGCGGCACCCTGGTCACT

ek kb dhhrkk A hhkrdkhtrtatdddr * FTrdd Adkddbird Akt b Ak bddhkdd s

GTCTCCTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATCTCCACCGTGCCCA
GTCTCCTCTGATCAGGAGCCCARATCTTCTGACAAARACTCACACATCTCCACCGTGCCCA
GTCTCCTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATCTCCACCGTGCCCA

ks kb hkbh kb adhds bbbk kv b redhwhkd b hddddrk b dededrde s bbbk e

GCACCTGAACTCCTGGGTGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
GCACCTGAACTCCTGGGTGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACALCC
GCACCTGAACTCCTGGGTGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARARCCCARGGACACE

Fhohkkdhdedde ek kW Atk Ak ko ko bk ok kb bk bbbk md bk bkt

CTCATGATCTCCCGCACCCCTGAGGTCACATGCETCETGGTEGACGTGAGCCACGAAGAC
CTCRTGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGETGGACGTGAGCCACGAAGAC
CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTCETGETGGACGTGAGCCACGAAGALC

AR E RS RS A S Rl ST S FE RS EES ER AR R A A2 2 RS R RS R E S RS R R R R R

CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAG
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACCECGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCTGAGGTCAAGTTCAACTEGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATARTGCCAAGACAAAG

R R e L e e e R A s

CCGCGEGACGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGETCAGCGTCCTCACCCTCCTGCAL
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTEGTEGGTCAGCCTCCTCACCGTCCTGCAC

CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGC ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
e N R L T e T R e o

CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGACTACAAGTGCARGCTCTCCAACARAACGCCCTCCCAGCC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCT
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCT

i R I T T T ez
CCCATCGAGARMACCATCTCCAAAGCCARMGGCCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACC

CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACC

CCCATCGAGAAARCCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACC
RAR KRR R AP N d Rk ke h kA A R Ak h kR kA Ak Tk kAR R b AN ARk s d bk Rk ke k%
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(e

CTGCCCCCATCCCCGGATGAGCTGACCAAGAACCAGCTCAGCCTGACCTGCCTGRTCARA
CTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCARGAACCAGETCAGCCTGACCTGCCTGGTCARA
CTGCCCCCATCCCGGEATGAGCTGACCAAGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARA

LA AR AR LR Ll RS R R R 2 RSl RS R R AR RS sRREES ]

GGCTTCTATCCARGCGACATCCGCCGTGGAGTGGEGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAMCANC
GGCTTCTATCCAAGCGACATCGCCETEGAGTEGCAGAGCAATGGCCAGCCGGAGAACAALC
GGCTTCTATCCAAGCGACATCCCCGTGGAGTGGEAGACCAATGGGCAGCCGGAGAACARC

[ RS ER 2 2L R 2 e R R L R R RS RS RS R E LS

TACAAGACCACGCCTCCCCTGCTGGACTCCGACCGCTCCTTCTTCCTC TACAGCAAGCTC
TACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGEACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC
TACARGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTT

R R LR L L e R N R A R R R R R AL IR RS LR

ACCOTGGACAAGACGCAGGTGCCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCATGATGCATGAG
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
ACCGTGGACAAGRGCACGCTGGCAGCAGGGGAACCTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG

EE e E R N T L S e

GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGA — -~~~
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGETAAATGA ~~~~=~
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGATCTAGA

LA AR A R AL LR L EL IR AL S SRS E R R AR SRR AR XA R R R R TR L

FIG. 32D
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